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Résumé et mots clés en français 
Dans mon projet de doctorat, j’ai étudié des fonctions primordiales de 
l’épithélium respiratoire telles que la régulation du transport ionique, la clairance 
liquidienne et la réparation épithéliale. J’ai particulièrement mis l’emphase sur le 
rôle des canaux potassiques qui interviennent dans ces trois fonctions de 
l’épithélium respiratoire. J’ai tout d’abord prouvé que la modulation des canaux 
potassiques régulait l’activité du promoteur de αENaC, en partie via la voie de 
signalisation ERK1/2, dans des cellules alvéolaires. Cette régulation entraîne une 
variation de l’expression génique et protéique du canal ENaC. 
Physiologiquement, il en résulte une augmentation du phénomène de clairance 
liquidienne suite à l’activation des canaux K+, tandis que l’inhibition de ces 
canaux la diminue sévèrement. J’ai aussi pu démontrer que l’absence de canal 
KvLQT1 entraînait une diminution du courant (ENaC) sensible à l’amiloride, 
dans les cellules de trachée en culture primaire, isolées de souris KO pour kcnq1. 
Dans la seconde partie de mon étude, j’ai évalué l’impact de l’hyperglycémie sur 
la capacité de transport ionique et de réparation de cellules épithéliales 
bronchiques saines ou Fibrose Kystique. Mes résultats montrent que 
l’hyperglycémie diminue le transport transépithélial de chlore et le transport 
basolatéral de potassium. Des études préalables du laboratoire ayant montré que 
les canaux K+ et Cl- contrôlent les processus de réparation, j’ai donc évalué si 
ceux-ci étaient modifiés par l’hyperglycémie.  Et en effet, l’hyperglycémie ralentit 
la vitesse de réparation des cellules issues des voies aériennes (CFBE-wt et 
CFBE-ΔF508). 
J’ai donc démontré que le transport de potassium intervenait dans des fonctions 
clés de l’épithélium respiratoire, comme dans la régulation génique de canaux 
ioniques, le contrôle de la clairance liquidienne alvéolaire, et que l’hyperglycémie 
diminuait le transport ionique (K+ et Cl-) et la réparation épithéliale. 
 
Mots clé : KvLQT1, KATP, ENaC, promoteur αENaC, CFTR, transport ionique, 
clairance alvéolaire, SDRA, MAPK, Fibrose Kystique, mucoviscidose, CFRD, 
réparation épithéliale, intégrine, MMP. 
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Abstract and keyword 
During my Ph.D. training, I studied 3 important functions of respiratory 
epithelium : regulation of ion transport, liquid clearance and epithelial repair. I 
focused on potassium channels, because they control these three respiratory 
epithelial functions. First, I proved that αENaC promoter activity was regulated 
following K+ channel modulation, in alveolar cells. This regulation of αENaC 
promoter which might be through a modification of ERK1/2 phosphorylation, was 
followed by ENaC mRNA and protein expression regulation. I then showed that 
activation of KvLQT1 and KATP channels increased alveolar liquid clearance, 
whereas inhibition of these K+ channels decreased the alveolar clearance. I 
showed that the absence of KvLQT1 channel inhibited the amiloride-sensitive 
current (ENaC), in tracheal epithelial cells isolated from KvLQT1-KO mice. 
In the second part of my Ph.D. project, I studied the impact of hyperglycemia on 
Cystic Fibrosis (CF) and non-CF epithelial cells. I first observed that K+ and Cl- 
currents were reduced by hyperglycemia. Because we have previously shown that 
wound-healing process was dependant on K+ and Cl- channels, I then evaluated 
the impact of hyperglycemia on wound-healing. As expected, hyperglycemia 
slowed the repair rate of non-CF (CFBE-wt) and CF (CFBE-ΔF508) cell 
monolayers. 
In summary, I demonstrated that K+ transport had an impact in key functions of 
respiratory epithelium, such as transcription regulation of ENaC channels and 
alveolar liquid clearance. I also found that hyperglycemia has an impact on ion 
transport (K+ and Cl-) and epithelial repair of airway cells. 
 
Keywords : KvLQT1, KATP, ENaC, αENaC promoter, CFTR, ion transport, 
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16HBE : lignée de cellules bronchiques humaines 
1-EBIO : activateur du canal KCa3.1 
A549 : lignée de cellules alvéolaires d’adénocarcinome humain (ATCC #CCL-
185) 
abcc7 : gène codant pour CFTR 
ADN : acide désoxyribonucléique 
ADNc : acide désoxyribonucléique complémentaire 
ADP : adénosine diphosphate 
AgCl : chlorure d’argent 
ALi : interface air-liquide 
ALI : Acute Lung Injury (lésions aigues de l’épithélium respiratoire) 
amil : amiloride 
AMPc : adénosine monophosphate cyclique 
AP-1 : Activator protein 1 (protéine activatrice 1) 
AP-2 : Activator protein 2 (protéine activatrice 2) 
AQP : aquaporines 
ARDS : Acute respiratory distress syndrome (ou SDRA : syndrome de détresse 
respiratoire aigu) 
ARN : acide ribonucléique 
ARNm : acide ribonucléique messager 
ARNr5s : acide désoxyribonucléique ribosomal 5s 
ATF : activating transcription factor (facteur de transcription d’activation) 
ATI : cellule alvéolaire de type I (ou pneumocyte de type I) 
ATII : cellule alvéolaire de type II (ou pneumocyte de type II) 
ATP : adénosine triphosphate 
atp1a2 : gène codant pour la pompe Na+/K+-ATPase 
BAPTA-AM : chélateur de calcium 
BKCa : canal potassique à large conductance, sensible au calcium intracellulaire 
BSA : albumin de serum bovin 
bsc2 : gène codant pour le co-transporteur NKCC 
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C/EBP : facteur de croissance riche en leucine 
C57BL/6 : souche de souris C57 black 6 (souris noire) 
Ca2+ :  ion calcium 
CaCC : canal chlore sensible au calcium intracellulaire 
Calu3 : lignée de cellules humaines séreuses des voies aériennes 
CAMK : Ca2+/calmoduline-dependent kinase (kinase dépendante du calcium et de 
la calmoduline) 
CAP : channel activating protease (protéase activant des canaux) 
CCC : cotransporteur cation chlore 
CD-29 : intégrine β1 
CF : Cystic Fibrosis (ou FK pour Fibrose Kystique) 
CFBE41o- : lignée de cellules humaines bronchiques FK parentales 
CFBE-wt : lignée de cellules humaines bronchique FK corrigées avec du CFTR 
sauvage 
CFBE-ΔF508 : lignée de cellules humaines bronchique FK surexprimant du 
CFTR muté ΔF508 
c-Fos : facteur de transcription cellulaire oncogène 
CFRD : diabète lié à la Fibrose Kystique (DRFK) 
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (canal chlore) 
CFTRinh172 : inhibiteur du canal CFTR 
CK-2 : caséine kinase 2 
Cl- : ion chlore 
clcn2 :  gène codant pour le canal chlore CLC2 
clofi : clofilium (inhibiteur du canal potassique KvLQT1) 
CNKSR3 : connector enhancer of kinase suppressor of ras 3 (facteur de 
transcription lié à Ras) 
CnT17 : milieu de culture 
CO2 : dioxide de carbone 
CRE : cAMP response element (élément de réponse à l’AMPc) 
CREB : CRE-binding protein (protéine de liaison au CRE) 
CuFi : lignée de cellules bronchiques humaines CF, de l’Université d’Iowa 
Cy3 : sonde fluorescente indocarbocyanine 
D1R et D2R : récepteurs dopaminiques 
20 
 
DHS : DNase1 hypersensitive sites (sites sensibles à la DNase1 dans un gène) 
DMEM : milieu de culture 
Domaine R : domaine de régulation R du canal CFTR 
DRFK : diabète relié à la Fibrose Kystique (CFRD) 
DTM : domaine transmembranaire (TMD : transmembrane domain en anglais) 
EGF : epithelial growth factor (facteur de croissance épithéliale) 
EGF-R : récepteur à l’EGF 
EMEM : milieu de culture 
ENaC : epithelial sodium channel (canal sodique épithélial) 
ERK : extracellular signal-regulated kinase (kinase de régulation du signal 
extracellulaire) 
FBS : fetal bovine serum (SBF : sérum bovin fétal) 
FEV1 : forced expiratory volume (volume expiratoire forcé) 
FITC : fluoresceine iso-thio-cyanate (sonde fluorescente) 
FK : Fibrose Kystique 
Fk : Forskoline (activateur de l’adénylate cyclase) 
FURA-2 : sonde fluorescente calcique 
G542X : mutation du canal CFTR 
G551D : mutation du canal CFTR 
GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogénase 
GILZ : glucocorticoid-induced leucine zipper (facteur de transcription riche en 
leucine) 
GIRK : canal potassique à rectification entrante 
glib : glibenclamide (inhibiteur du canal potassique KATP) 
Glu : L-glucose 
glyH101 : inhibiteur du canal CFTR 
GRE : glucocorticoid response element (séquence d’élément de réponse aux 
glucocorticoides) 
H+ : protons 
H2O2 : peroxyde d’hydrogène 
H441 : lignée de cellules d’adénocarcinome papillaire pulmonaire (ATCC #HTB-
174) 
H460 : lignée de cellules de carcinome à larges cellules (ATCC #HTB-177) 
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HA1 : proton ATPase 
HCl : acide chlorhydrique 
HCO3- : ion bicarbonate 
HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-piperazine ethane sulfonique (solution 
tampon) 
HNF1 : hepatocyte nuclear factor 1 (facteur nucléaire hépatique 1) 
HNF3β : hepatocyte nuclear factor 3β (facteur nucléaire hépatique 3β) 
HSC : highly cation selective channel (ENaC) 
IBMX : isobutylméthylxanthine (inhibiteur des phosphodiestérases des 
nucléotides cycliques) 
IFN : interféron 
IgG : immunoglobuline G 
IKCa : canal KCa3.1 
IL : interleukine 
Isc : courant en court-circuit 
J800-/- : souris KO pour le gène kcnq1 
JunB : facteur de transcription 
K+ : ion potassium 
K2P : canal potassique à deux pores 
KATP : canal potassique inhibé par l’ATP 
Kb : kilobase 
KCa : canal potassique sensible au calcium intracellulaire 
KCa3.1 : canal potassique à conductance intermédiaire, sensible au calcium 
intracellulaire (ou IKCa) 
KCC : co-transporteur 1 ion potassium et 2 ions chlore 
KCNE : sous-unité régulatrice d’un canal Kv (MiRP) 
kcnj8 : gène codant pour la sous-unité Kir6.1 du canal potassique KATP 
KCNK7 : canal potassique sensible au voltage 
kcnma1 : gène codant pour le canal potassique BKCa 
kcnn1 : gène codant pour le canal potassique SK1 (KCa à faible conductance) 
kcnn4 : gène codant pour le canal potassique KCa3.1 
kcnq1 : gène pour le canal KvLQT1 
KDa :  kilo Dalton 
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KH2PO4 : phosphate de potassium dihydrogène 
Kir : canal potassique à rectification entrante 
KO : gène knock-out 
Kv : canal potassique sensible au voltage 
KvLQT1 : canal potassique sensible au voltage, du syndrome long QT 
LPS : lipopolysaccharide 
Man : mannitol 
MAPK : mitogen-activated protein kinase (kinase d’activation mitogénique) 
MEC : matrice extra-cellulaire 
MEK : MAPKK1 (kinase 1 phosphorylant la MAPK ERK) 
MEM : milieu de culture 
MgCl2 : chlorure de magnesium 
MinK : sous-unité régulatrice du canal potassique KvLQT1 
MiRP : MinK-related protein (sous-unité régulatrice d’un canal Kv) (ou KCNE) 
MMLV : Moloney Murine Leukemia Virus 
MMP : métalloprotéinase de la matrice extracellulaire 
MPOC : maladie pulmonaire obstructive chronique 
MSD : domaine membranaire 
MT-MMP : membrane-type matrix metalloproteinase 
MUC : mucine 
Na+ : ion sodium 
Na+/K+-ATPase : pompe sodium potassium hydrolysant l’ATP 
Na2HPO4 : phosphate disodique 
NBD : nucleotide-binding domain (domaine de liaison aux nucléotides) 
NCC : co-transporteur « sodium, 2 chlore » 
Nedd4 : kinase responsable de l’ubiquitination des protéines membranaires 
NF-κB : nuclear factor kappa B (facteur nucléaire kappa B) 
NHBE : Normal Human Bronchial Epithelial cell (cellule épithéliale bronchique 
humaine saine) 
NKCC : co-transporteur «  sodium, potassium, 2 chlore » 
NO : oxyde nitrique 
NPPB : 5-nitro-2(3-phenylpropyl-amino)benzoate (inhibiteur des canaux chlore) 
NSC : non-selective cation channel (αENaC) 
23 
 
NuLi : lignée de cellules humaines bronchiques non CF, de l’Université d’Iowa 
O2 : dioxygène 
P2Y : récepteur purinergique de type 2Y 
p38 MAPK : MAPK de 38 KDa 
PA : Pseudomonas aeruginosa 
PAF : filtrat de Pseudomonas aeruginosa 
PAMP : pathogen-associated molecular patterns (particules associées aux 
pathogènes) 
PCR : polymerase chain reaction (réactions en chaîne de polymérase) 
PD98059 : inhibiteur de phosphorylation de ERK 
PEP : pression expiratoire positive 
PGK-néomycine : cassette KO 
PHA-1 : pseudohypoaldosteronisme de type 1 
PI3K : phosphoinositide 3-kinase 
pina : pinacidil (activateur du canal potassique KATP) 
PIP2 : phosphatidylinositol-biphosphates 2 
PIP3 : phosphatidylinositol-biphosphates 3 
PKA : protéine kinase A 
PKC : protéine kinase C 
Po : probabilité d’ouverture d’un canal 
PP2C : protéine phosphatase 2C 
pS : pico Siemens 
pSV40 : promoteur de SV40 
Q1412X : mutation du canal CFTR 
qPCR : quantitative polymerase chain reaction (PCR quantitative) 
R117H : mutation du canal CFTR 
Raf : MAPKKK 
Ras : facteur de transcription oncogène 
Récepteurs V2 : récepteurs à la vasopressine 
RGD : arginine-glycine-acide aspartique 
R-L3 : activateur du canal KvLQT1 
rn5s : gène codant pour l’ARNr5s 
ROS : reactive oxygen species 
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RT-PCR : reverse-transcriptase polymerase chain reactive 
SA : Staphylococcus aureus 
SAGM : milieu de culture 
SB203580 : inhibiteur de phosphorylation de p38 MAPK 
scnn1 : gène codant pour la protéine ENaC 
SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigu (ou ARDS en anglais) 
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(électrophorèse sur gel polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium) 
Septra : 3 µg/mL trimethoprime + 17 µg/mL sulfamethoxazole 
SGK : serum- and glucocorticoid-dependant kinase (kinase dépendante des 
glucocorticoïdes et du sérum) 
siRNA : ARN interférence 
SK1 : canal potassique de faible conductance, activé par le calcium intracellulaire 
slo1 : gène codant pour la protéine BKCa 
SP : protéine du surfactant 
Sp-1 : specificity protein 1 (facteur de transcription) 
SUR2B : sulfonylurea receptor 2 (récepteur aux sulfonylurés : sous-unité 
régulatrice du canal KATP) 
Task : TWIK-related acid-sensitive potassium channel (canal potassique lié aux 
canaux TWIK, sensible au pH) 
TBST : tampon Tween-Tris-Buffered-Saline 
TGF : transforming growth factor (facteur de croissance transformant) 
Thik : tandem pore domain halothane-inhibited potassium channel (canal 
potassique à 2 pores, sensible à l’halothane) 
TLR : toll-like receptor 
TMEM16 : gène codant pour le canal CaCC 
TNF : tumor necrosis factor (facteur de nécrose tumorale) 
Tram34 : inhibiteur du canal potassique Kca3.1 
Trek : TWIK-related potassium channel (canal potassique lié aux canaux TWIK) 
TTSP : type II transmembrane serine protease (protéase à sérine, 
transmembranaire, de type II) 
Twik : canal potassique à rectification entrante 
USA : Etats-Unis d’Amérique 
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UTP : uridine triphosphate 
VPC : volume périciliaire (PCL : periciliary liquid en anglais) 
VRAC : volume-regulated anion channel (canaux anioniques de régulation du 
volume cellulaire) 
VRT325 : correcteur du canal CFTR 
YM934 : activateur du canal KATP 
β2-AR : récepteurs aux β-agonistes 







I. Physiologie de l’épithélium respiratoire 
I.A. Anatomie 
L’appareil respiratoire peut être divisé en deux parties distinctes : les voies 
aériennes supérieures et les poumons (figure 1). L’air est inspiré dans les voies 
aériennes supérieures par les cavités nasales, passe le pharynx, puis entre dans la 
trachée via le larynx. La trachée se divise en deux bronches, puis dans les 
poumons, les bronches se divisent successivement une vingtaine de fois, d’abord 
en bronches principales, en bronches secondaires (ou lobaires), en bronches 
tertiaires (ou segmentaires), puis en bronchioles, pour finir en bronchioles 
terminales et respiratoires. A l’extrémité, ces bronchioles aboutissent à des 
grappes de cavités nommées les sacs alvéolaires. C’est dans ces structures distales 
que les échanges gazeux se déroulent. 
 
 





Tout au long de l’arbre respiratoire, les caractéristiques histologiques de 
l’épithélium varient comme je vais le décrire plus loin (figure 2). Les voies 
aériennes supérieures se distinguent en trois parties : la cavité nasale, les sinus et 
le rhinopharynx. Leurs rôles principaux sont la défense contre les pathogènes, les 
allergènes et les poussières, l’humidification et la régulation thermique de l’air. 
Concernant les voies aériennes inférieures, la trachée, les bronches et les 
bronchioles ont des fonctions de sécrétion liquidienne et de clairance 
mucociliaire, permettant d’éliminer les pathogènes et les poussières. Dans les 
voies aériennes, l’épithélium pseudo-stratifié comprend des cellules qui 
participent à la défense de l’organisme en sécrétant des mucines (par les cellules à 
gobelets et les cellules séreuses) et en permettant la clairance mucociliaire (par les 
cellules ciliées). Au niveau des bronchioles, on retrouve des cellules ciliées et 
quelques cellules de Clara, qui sécrètent du surfactant. Au niveau distal, les 
alvéoles quant à elles, permettent les échanges gazeux, la sécrétion de surfactant 
et le transport ionique et liquidien. Au niveau des alvéoles, aucune cellule ciliée 
n’est présente. En revanche, on y trouve deux types cellulaires : les cellules 
alvéolaires de type I (ATI), très étalées, et les cellules alvéolaires de type II 
(ATII), cubiques, qui sécrètent le surfactant. Les cellules ATI et ATII sont aussi 
appelées respectivement pneumocytes de type I et de type II. Les changements 
histologiques tout au long de l’épithélium respiratoire, vont permettre à 
l’épithélium de remplir des fonctions spécifiques, sur lesquelles je reviendrai dans 




Figure 2: évolution de l’épithélium respiratoire le long des voies respiratoires 
et des alvéoles. 
A la naissance, les poumons passent subitement d’un environnement liquidien à 
un environnement aérien où il est primordial que l’air accède aux sacs alvéolaires 
afin de permettre la respiration. C’est donc peu de temps avant la naissance que 
l’épithélium respiratoire va être modifié. La composition du transport ionique, en 
particulier les canaux sodiques et chlores (voir section III), va rapidement se 
modifier pour permettre la résorption du liquide présent dans les poumons. 
I.B. Fonctions physiologiques de l’épithélium 
L’épithélium de l’appareil respiratoire joue de nombreux rôles physiologiques. Le 
premier que je décrierai est le plus important : il consiste à permettre les échanges 
gazeux entre les milieux intérieur et extérieur. Le second rôle de l’épithélium est 
le transport ionique, qui va être impliqué dans les fonctions de transport liquidien 
et indirectement de défense contre les agressions. Le troisième rôle que 
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j’aborderai, est très important lui aussi car il permet la défense contre les 
agressions extérieures. 
I.C.1. Echanges gazeux 
La première fonction de l’épithélium respiratoire est évidemment de permettre les 
échanges gazeux avec l’entrée d’O2 et la sortie de CO2. Ces échanges gazeux sont 
réalisés principalement par l’épithélium des sacs alvéolaires. Afin de maintenir un 
bon échange gazeux, il est nécessaire que les alvéoles possèdent 3 propriétés : une 
grande surface d’échange, une absence d’obstruction liquidienne au niveau 
alvéolaire, et une faible tension de surface dans les alvéoles. 
La surface d’échange gazeux au niveau des 300 millions d’alvéoles est 
extrêmement grande, avec environ 75 m² de surface alvéolaire chez un adulte. 
Afin que les échanges gazeux aient lieu, il faut que les alvéoles restent exemptes 
de liquide. Les cellules épithéliales possèdent de nombreuses protéines 
membranaires comme les canaux sodiques et les aquaporines (AQP), capables de 
réaliser la clairance liquidienne, et permettant aussi l’élimination d’un œdème 
éventuel. 
La sécrétion du surfactant par les cellules ATII diminue la tension de surface dans 
les alvéoles, évitant ainsi qu’elles collapsent [142]. Cette propriété du surfactant 
est due à sa composition : 80% de phospholipides, 10% d’autres lipides et 10% de 
protéines. On distingue notamment 4 protéines du surfactant (SP) : SP-A, SP-B, 
SP-C et SP-D. SP-B et SP-C sont des protéines hydrophobes, qui interagissent 
avec les phospholipides du surfactant, permettant la formation de corps 
lamellaires. De leur côté, SP-A et SP-D sont des protéines hydrophiles de la 
famille des collectines, qui participent à la défense immunitaire, par opsonisation 
[61].  
Pour que les échanges gazeux puissent se faire à travers la barrière alvéolo-
capillaire, celle-ci doit conserver une épaisseur très fine, entre 0,2 et 0,6 µm 
(figure 3). L’oxygène doit donc traverser la fine couche de liquide recouvrant les 
cellules alvéolaires (surfactant), la cellule alvéolaire de type I, la membrane basale 
épithéliale, l’espace interstitiel, la membrane basale endothéliale, la cellule 
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endothéliale des capillaires sanguins, puis entrer dans les érythrocytes. Un passage 
efficace des gaz dépend de l’épaisseur à traverser, et il est donc primordial de la 
limiter au maximum. 
 
Figure 3: schéma.de la barrière alvéolo-capillaire. 
Les gaz doivent traverser plusieurs structures pour passer de la lumière aux 
érythrocytes : le surfactant, les pneumocytes, la lame basale, l’espace intersticiel 
et les cellules endothéliales. 
Si le passage du sodium est très bien documenté, le transport d’eau est quand à lui 
très discuté. Au début des années 1980, une hypothèse présentait l’absorption 
d’eau comme un transport paracellulaire accompagnant l’absorption de sodium 
[19]. Quelques études plus récentes montrent que des protéines appelées 
aquaporines (AQP) interviennent dans le transport du liquide. 13 AQP ont été 
identifiées chez l’Homme pour plus de 500 AQP découvertes dans les organismes 
animaux et végétaux. Au niveau respiratoire, les AQP1, 3, 4 et 5 ont été détectées 
[197,324]. Chez l’Homme, on retrouve les AQP3 et 5 au niveau de l’épithélium 
alvéolaire, tandis qu’au niveau de l’épithélium bronchique ce sont les AQP3, 4 et 
5. Les cellules vasculaires au niveau pulmonaire possèdent quant à elles les AQP1 
[156,197]. Chez les rongeurs, la répartition des AQP diffère, rendant plus 
complexe leur étude. 
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I.C.2. Transports ioniques 
Au sein de l’épithélium respiratoire, le transport ionique (figure 4) joue un rôle 
déterminant car il participe au contrôle de nombreuses fonctions épithéliales. Par 
exemple, le transport de sodium participe au contrôle du transport liquidien ; le 
transport de chlore intervient dans les processus du développement pulmonaire et 
de clairance mucociliaire après la naissance ; et le transport de potassium régule 
les transports de Na+ et de Cl-, comme je vais le présenter par la suite. 
 
Figure 4: schéma des principaux acteurs du transport ionique dans une 
cellule ciliée bronchique et dans une cellule alvéolaire. 
VPC : volume périciliaire 
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a. Transport de sodium 
i. Canaux HSC 
a) Fonction et expression 
Le canal ENaC est un canal hautement sélectif au sodium (HSC : highly selective 
cationic channels) que l’on trouve sur la face apicale des cellules des voies 
respiratoires, mais aussi dans d’autres épithéliums de réabsorption liquidienne 
comme au niveau rénal distal [23,106]. Le canal ENaC permet la réabsorption de 
sodium, suivant un gradient électrochimique, qui va être accompagnée d’une 
réabsorption liquidienne tout au long de l’épithélium respiratoire. L’amiloride est 
un inhibiteur de ce canal, avec des doses spécifiques de 1 à 10 µM. 100 µM 
d’amiloride inhibe les HSC autant que les canaux NSC (NSC : non-selective 
cation channels, voir section I.C.2.a.ii). La conductance de ce canal ENaC est 
relativement faible avec des valeurs aux alentours de 4-20 pS selon les types 
cellulaires. 
b) Clonage et structure 
Le canal ENaC est généralement décrit comme un hétérodimère composé de 3 
sous-unités : α, β, γ. Ces sous-unités sont respectivement codées par les gènes 
scnn1a, scnn1b, scnn1g. Le gène scnn1a, codant pour αENaC (figure 5), a été 
cloné par l’équipe de Canessa et al. en 1994 [45]. Plus récemment, une quatrième 
sous-unité δ a été décrite comme entrant dans la composition du canal ENaC, sous 
la forme : ä, â, γ [145]. Cette sous-unité δ, codée par le gène scnn1d, a été détectée 
chez l’homme, principalement au niveau du cerveau, mais semble absente chez les 





Figure 5: structure de la sous-unité αENaC. 
 Figure issue de Dagenais et al., 2009 [71]. La protéine αENaC possède des 
extrémités C- et N-terminales cytosoliques, deux domaines transmembranaires 
(M1 et M2), ainsi qu’une large boucle et une petite boucle extracellulaire 
c) Régulation 
Le canal ENaC joue un rôle très important dans la clairance liquidienne alvéolaire, 
et particulièrement au moment de la naissance. Jesse et al ont démontré que 
l’épithélium respiratoire, qui a une fonction de sécrétion pendant le 
développement fœtal, se transforme partiellement et progressivement à la fin de la 
gestation, en épithélium de réabsorption, dans le poumon distal [144]. Ils ont 
observé que les niveaux géniques des canaux chlore CFTR et CLCN2 diminuaient 
avec le développement, tandis que les niveaux géniques de ENaC et des 
aquaporines (AQP1 dans les cellules endothéliales et AQP5 dans les cellules 
épithéliales ATI) augmentaient, grâce à l’action des corticostéroïdes endogènes 
dans le poumon distal. Cette régulation de l’expression des canaux ioniques 
entraînait un changement physiologique important en transformant l’épithélium 
sécrétoire en épithélium de réabsorption [144]. De nombreuses études in vitro et 
in vivo décrivent le rôle du canal ENaC dans la fonction épithéliale de 
réabsorption liquidienne [134,217,225,333]. 
Par la suite, à l’âge adulte, un dérèglement de l’activité du canal ENaC peut 
entraîner des pathologies sévères. Au niveau rénal, une suractivité du canal ENaC 
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d’origine génétique, peut entraîner le syndrome de Liddle, caractérisé par une 
réabsorption sodique excessive provoquant une hypertension artérielle [290]. A 
l’inverse, un défaut d’expression de ENaC entraîne le syndrome de déplétion 
sodique (pseudohypoaldostéronisme PHA-1), causant une perte des sels minéraux 
et une déshydratation [263]. Dans les poumons, une suractivité de ENaC 
contribuerait à diminuer le liquide périciliaire et la fonction mucociliaire, dans la 
fibrose kystique [189]. Une faible activité du canal ENaC au niveau pulmonaire 
induit quand à elle un syndrome de détresse respiratoire du nouveau né [125,345], 
et une incapacité de réabsorber une éventuelle accumulation liquidienne 
pulmonaire à l’âge adulte [77,333]. En effet, de nombreuses études ont mis en 
évidence le rôle du canal ENaC dans la clairance liquidienne pulmonaire 
[32,224,246,333]. En 1996, l’équipe de Hummler et al. a d’ailleurs développé des 
souris KO pour αENaC, qui ne parvenaient pas à éliminer le liquide présent dans 
les poumons à la naissance et qui mourraient de défaillance respiratoire 40h après 
leur naissance [134]. D’autre part, la présence d’œdème pulmonaire entraîne une 
régulation génique des sous-unités β et γENaC, mais peu ou pas de αENaC [92], 
peut-être à cause de la plus grande expression de base de αENaC, qui entre aussi 
dans la composition des NSC (voir section suivante). 
Une régulation fine de l’activité et de l’expression de ENaC est donc primordiale 
pour le bon fonctionnement pulmonaire. Il est possible de différencier 1) la 
régulation de l’activité et du recyclage du canal ENaC, de 2) la régulation de son 
expression génique et protéique. 
a. Activité et recyclage de ENaC 
La régulation de l’activité du canal ENaC peut toucher la modification de sa 
probabilité d’ouverture (Po), de sa conductance ionique unitaire, tandis que 
l’accessibilité de ENaC à la membrane dépend de la régulation au niveau de son 
internalisation et de son adressage. 
Lorsque l’épithélium respiratoire est soumis à l’agression de pathogènes 
(bactéries ou virus), l’activité du canal ENaC est modifiée. Le lysat de bactérie 
Pseudomonas aeruginosa diminue l’activité du canal et le transport de sodium 
[71]. L’infection s’accompagne en général d’une réaction inflammatoire, et les 
cellules immunitaires recrutées vont sécréter des cytokines. Ces cytokines, comme 
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le TNFα, peuvent diminuer l’activité du canal ENaC [71]. De plus, l’inflammation 
chronique avec du TGF-β1 inhibe l’activité de ENaC au niveau de l’épithélium 
nasal. Cette inhibition est réversible lorsque le TGF-β1 diminue [241]. 
Les lésions causées par différents types de stress vont modifier mécaniquement 
l’activité du cytosquelette, ce qui peut provoquer une activation de ENaC en 
augmentant la probabilité d’ouverture du canal [8], indépendamment de la 
concentration intracellulaire de calcium ou de l’adressage du canal ENaC à la 
membrane [212]. Lorsque l’on rompt la liaison entre l’actine et l’extrémité C-
terminale de la sous-unité αENaC (comme le feraient des métalloprotéases MMP) 
ou lorsque l’on ajoute de petits filaments d’actine aux cellules rénales, on observe 
aussi une hausse de l’activité du canal ENaC [46]. Une autre catégorie de 
protéases, les protéases à sérine transmembranaires de type II (TTSP), active le 
canal ENaC en le clivant [263]. Leur action porte sur la probabilité d’ouverture du 
canal ENaC et non sur la modification du nombre de canaux à la surface 
membranaire. Parmi les protéases à sérine, on retrouve la trypsine, la furine, 
l’élastase, l’entérokinase, les serpines (HA1) et plus particulièrement les CAP-1 et 
2 (les CAP-2 étant beaucoup plus nombreuses que les CAP-1 dans l’épithélium 
pulmonaire) [263]. De manière intéressante, on peut noter que l’expression de 
HA1 et de CAP-1 (prostasine) est élevée dans les tissus de patients atteints de la 
Fibrose Kystique [263]. 
La composition ionique (Na+, Cl-, K+, Ca2+…) du cytosol ou du milieu 
environnant est naturellement un mécanisme impliqué dans la régulation du canal 
ENaC. Dans les cellules alvéolaires de type II, comme dans les macrophages, 
l’activité des canaux NSC nécessite une concentration de calcium cytosolique 
d’au moins 10 µM en mesure par patch-clamp en configuration « inside-out » 
[97]. La concentration de sodium est aussi primordiale au bon fonctionnement du 
canal ENaC; des changements de concentration chroniques modifient l’adressage 
du canal ENaC tandis que des changements aigus modifient la probabilité 
d’ouverture du canal [27]. Le pH joue aussi un rôle important dans la régulation 
de ENaC qui voit son activité diminuer lorsque le cytosol devient alcalin. 
Lorsqu’il s’acidifie, on observe une inhibition de l’expression de αENaC [51,160]. 
D’ailleurs, lorsque l’on inhibe l’échangeur Cl-/HCO3-, la sécrétion de HCO3- 
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diminue et le pH augmente, ce qui inhibe le courant et l’expression membranaire 
de ENaC [231]. 
Les mécanismes de recyclage du canal ENaC membranaire ont été largement 
étudiés et les principaux acteurs contrôlant ce phénomène ont été identifiés. C’est 
la phosphorylation du canal ENaC par la protéine ERK qui va donner le signal à 
la protéine Nedd4-2 d’ubiquitiner le canal sodique. En fonction de 
l’ubiquitination, ENaC va être internalisé et dirigé vers le lysosome (mono-
ubiquitination) ou le protéasome (poly-ubiquitination) [186]. Cette étape 
d’ubiquitination a été très étudiée, en particulier au niveau rénal. Comme je vais le 
décrire par la suite, elle est régulée par de nombreux facteurs : la protéine SGK, 
l’AMPc, l’aldostérone ou encore la vasopressine… L’aldostérone va activer les 
récepteurs aux minéralocorticoïdes, ce qui va activer la transcription très rapide de 
SGK1 et GILZ (moins de 30 minutes), entraînant une hausse rapide du courant 
sodique. L’aldostérone a aussi une action lente en augmentant la transcription de 
ENaC [55,219]. SGK1 peut phosphoryler Nedd4-2 et ainsi l’empêcher de se lier à 
ENaC pour l’internalisation [28]. La co-expression de SGK1 et de ENaC entraîne 
une forte augmentation du courant sodique (courant multiplié par 7) [291]. GILZ 
quant à lui, va empêcher la phosphorylation de Raf et ainsi en bout de chaîne, 
empêcher ERK de phosphoryler ENaC [28]. Dans ce cas, l’activité de ERK est 
associée à l’internalisation de ENaC. Dans de nombreuses autres études, ERK 
semble jouer un rôle de répresseur d’activité de ENaC [101,348]. Le rôle de ERK 
est encore très discuté, même si de manière générale, on attribue à l’activation de 
ERK une augmentation de l’internalisation de ENaC et donc une diminution du 
courant sodique. Shi et al ont en effet montré que ERK phosphorylait β et γENaC 
et que cela facilitait leur interaction avec Nedd4-1 [282]. Ziera et al ont montré 
que l’activation des récepteurs aux minéralocorticoïdes augmentait la transcription 
de CNKSR3, ce qui augmente le courant sodique [354]. CNKSR3 inhibe la 
phosphorylation de Ras et bloque donc la voie de MEK/ERK1/2, ce qui permet 
d’augmenter le nombre de canaux ENaC à la membrane. CNKSR3 est d’ailleurs 
requis pour obtenir un transport de sodium sensible à l’amiloride [354]. La kinase 
ERK est sensible à de très nombreux paramètres, par exemple, l’IBMX et la 
forskoline augmente l’AMPc intracellulaire, qui va inhiber ERK. A l’inverse la 
progestérone va activer ERK [343]. 
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Les sous-unités β et γENaC sont phosphorylées par trois kinases, la première dont 
j’ai parlé est ERK, la seconde est p38, et la troisième est la CK-2 (caséine kinase 
2). L’inhibition de p38 MAPK diminue la réabsorption transépithéliale de sodium, 
via une inhibition de la transcription de β- et γ-ENaC, mais pas α-ENaC [221]. La 
CK-2 est activée par l’insuline et le dexamethasone [283] tandis que l’activation 
de ENaC par l’IBMX et la forskoline semble indépendante de CK-2 [343]. La 
CK-2 va phosphoryler les sous-unités β et γ et ainsi empêcher Nedd4-2 
d’ubiquitiner ces sous-unités, empêchant l’internalisation du canal ENaC [13]. 
Les agonistes des récepteurs β-adrénergiques (ex : terbutaline) dont j’ai déjà parlé, 
qui augmentent le transport de sodium, permettent d’augmenter le clivage de 
l’EGF et d’activer les EGF-R, ce qui va conduire à l’activation de la PI3K qui 
intervient dans des phénomènes de prolifération, de survie et surtout de 
gonflement cellulaire impliquant des transports liquidiens [25]. Lorsque l’on traite 
les cellules épithéliales avec de l’EGF sur une courte période (<30min), on obtient 
une inhibition de 50-60% du courant de court-circuit mesuré en Ussing (ISC), ce 
qui indique que l’EGF agirait sur la probabilité d’ouverture (Po) ou la 
conductance du canal. L’effet aigu de l’EGF passe par une diminution de 
l’adressage à la membrane du canal ENaC ou à l’adressage d’un canal non 
fonctionnel, mais aussi à une augmentation de la réinternalisation de la protéine. 
Cette action peut être inhibée lorsque l’on bloque la voie de signalisation ERK. 
Sur une plus longue période (>30min), l’EGF n’a pas d’effet sur le courant de 
court-circuit (ISC) mais inhibe de 70 à 85% l’expression génique de ENaC; et sur 
cette action, l’inhibition de ERK reste sans effet [94]. Les agonistes des récepteurs 
β-adrénergiques n’agissent pas seulement sur la voie de l’EGF, ils régulent de 
nombreuses autres voies de signalisation conduisant à une augmentation du 
transport de sodium par ENaC. La principale est l’augmentation de l’AMPc 
intracellulaire via la stimulation de la PKA, qui va entraîner une plus grande 
insertion de ENaC à la membrane, tout en inhibant son internalisation par Nedd4-
2, via SGK [343]. La terbutaline augmente la probabilité d’ouverture mais aussi le 
temps d’ouverture moyen de ENaC [226]. En présence d’ATP, la PKA va 
augmenter le transport de sodium et phosphoryler ENaC, mais aussi des protéines 
du cytosquelette (actine, ankyrine, spectrine et fondrine) qui interagissent avec 
ENaC [166]. Il est intéressant de noter que la PKA et les MAPK, ERK en 
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particulier, sont des voies de phosphorylation qui communiquent et s’entrecroisent 
[6,340]. 
 
b. Expression génique et protéique de ENaC 
L’épithélium respiratoire permet de créer une barrière qui protège le milieu 
intérieur des agressions du monde extérieur. Néanmoins, il est sensible à ces 
agressions et peut voir sa composition et son intégrité modifiées. Par exemple 
lorsque des cellules épithéliales sont traitées avec des lysats de bactéries 
Pseudomonas aeruginosa, l’expression de la sous-unité βENaC est réduite, via 
l’action des flagellines, des rhamnolipides ou de l’hémolysine [71]. Cette 
régulation entraîne une diminution de l’activité du canal ENaC et du transport de 
sodium. Les niveaux géniques des sous-unités α, β et γENaC au niveau 
pulmonaire sont diminués chez des souris infectées au Pseudomonas aeruginosa 
[75]. De la même manière, lorsque des cellules épithéliales sont exposées à des 
virus influenza, para-influenza ou le virus respiratoire syncytal, l’expression de 
ENaC est modifiée [57,293]. Naturellement ces infections s’accompagnent in vivo 
d’une intense activation des cellules immunitaires, visible par l’importante 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα, l’IL-1β ou le TGF-β. 
Dans l’épithélium alvéolaire, l’action du TNFα (100 ng/mL) sur l’expression et 
l’activité de ENaC joue principalement sur des phénomènes post-transcriptionnels 
et peut être réversée par le dexamethasone [73]. Au niveau global des poumons, le 
TNFα diminue l’ARNm de α, β et γENaC [339]. Il est intéressant de noter que le 
TNFα semble jouer un rôle inverse sur la pompe Na+/K+-ATPase en augmentant 
son recrutement à la membrane, via une activation de la voie NF-κB [23]. 
L’ischémie-reperfusion entraîne un stress oxydatif et une inflammation, ce qui 
induit une diminution de l’ARNm et de la protéine de α-ENaC [71]. Frank et al 
ont démontré que le TGF-β1 diminuait significativement l’ARNm de αENaC par 
une inhibition de son promoteur  via l’activation de ERK1/2 [101]. Les infections 
diminuent, via le LPS (lipopolysaccharides), l’expression des récepteurs V2 
(récepteur pour la vasopressine qui active le transport sodique) et activent la voie 
ERK (favorisant l’internalisation de ENaC), ce qui favorise la formation et la 
progression de l’œdème pulmonaire [23]. Ces agressions peuvent entraîner un 
stress oxydatif important sous forme de ROS (Reactive oxygen species) ou H2O2, 
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qui va favoriser l’aggravation des lésions épithéliales. Le stress oxydatif active c-
Fos et JunB qui vont se lier à AP-1, élément de régulation que l’on retrouve sur le 
promoteur de la sous-unité αENaC [206]. Le H2O2, observé en cas d’hyperoxie, 
inhibe le transport de sodium, et le dexamethasone renverse cet effet inhibiteur en 
augmentant la transcription du canal ENaC (sous-unités α, β et γ) et de la pompe 
Na+/K+-ATPase [117,336]. 
La régulation du canal ENaC, en plus d’être dépendante du signal d’induction, 
varie aussi en fonction des tissus étudiés. En effet, on observe parfois des effets  
au niveau des reins ou du colon que l’on n’observe pas au niveau pulmonaire. Par 
exemple la kinase SGK (serum- and glucocorticoid-dependant kinase) lorsqu’elle 
est co-exprimée avec ENaC dans des ovocytes de xénopes permet d’augmenter 
l’activité du canal [55,219]. Et si l’aldostérone permet d’augmenter le niveau de 
SGK dans le colon et dans les reins, ce n’est pas le cas dans les poumons [284]. 
Au niveau pulmonaire, la littérature nous montre que la principale régulation de 
ENaC se fait par les corticostéroïdes et par les β-adrénergiques (figure 6). 
L’aldostérone active les récepteurs aux minéralocorticoïdes, ce qui va enclencher 
une cascade d’évènements via différentes kinases, aboutissant à l’augmentation de 
transcriptions géniques, dont celle de ENaC [104]. Les β-adrénergiques 
permettent d’activer le transport liquidien via une augmentation de l’expression de 
ENaC et de la Na+/K+-ATPase [22,25,183]. L’augmentation de la clairance par la 
terbutaline se fait via le canal ENaC, comme le montre les expériences de l’équipe 
de Li, Folkesson et al., qui en utilisant des siRNA contre ENaC, bloque l’effet de 
la terbutaline [174]. Les glucocorticoïdes augmentent la transcription de ENaC 
grâce à une séquence GRE (glucocorticoids response element) présente sur son 
promoteur [273]. L’effet des catécholamines, s’il est essentiel durant le 
développement fœtal, ne semble pas intervenir dans la résolution de l’œdème 
pulmonaire à l’âge adulte [105]. 
On trouve divers travaux sur la régulation transcriptionnelle de αENaC, mais le 
rôle précis des facteurs de transcription n’est pas toujours connu. Il faut savoir que 
le promoteur du gène codant pour la sous-unité αENaC comprend de nombreux 
sites de liaison pour différents facteurs de transcription (figure 32). On retrouve 
par exemple des sites pour AP-1, AP-2, Sp-1, NF-κB, CREB, GRE, HNF3β, T3R, 
CAAT, GATA [158]. Comme je l’ai décrit auparavant, les facteurs de 
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transcription AP-1, AP-2, Sp-1, HNF3β, CREB et NF-κB peuvent être régulés par 
les MAPK, dépendamment des stimuli auxquels les cellules sont exposées. 
L’inhibition de la PI3K et de la PKA permet d’observer une diminution de SGK et 
de αENaC, corrélée avec une diminution de CREB, laissant penser que 
l’activation de ENaC par les β-adrénergiques, via l’AMPc, passe par le facteur de 
transcription CREB [321]. D’ailleurs au niveau rénal, l’inhibition de ERK et de 
p38 conduit à une diminution de CREB et une augmentation de l’expression 
génique de αENaC obtenue par l’AMPc [216]. Le rôle des MAPK est très 
controversé car selon les études, les MAPK semblent activer ou inhiber l’activité 
du promoteur de αENaC. L’activation de la synthèse de αENaC par les cytokines 
et les facteurs de croissance passe par la voie ERK, qui va activer un facteur de 
transcription inhibant l’activation du GRE par les glucocorticoïdes [176]. 
L’activité basale du promoteur de βENaC nécessite le site de liaison de Sp-1, alors 
que la suppression du site AP-1 ne semble pas affecter l’activation du promoteur 
[40]. 
 
Figure 6: régulation du canal ENaC. 
β2-AR : récepteurs des β2-agonistes, D1R et D2R : récepteurs dopaminiques, 
RG : récepteurs aux glucocorticoïdes. Figure issue de Dagenais et al., 2009 [71]. 
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Ainsi, le transport de sodium via ENaC est régulé de façon complexe au niveau de 
son activité, son expression et son adressage. Cette complexité de régulation vient 
aussi du fait que de nombreux facteurs intrinsèques et extrinsèques interviennent. 
 
 
ii. Canaux NSC 
Au niveau de la face apicale des cellules alvéolaires, il existe d’autres canaux 
sodiques, composés uniquement de la sous-unité αENaC. Ces canaux NSC sont 
peu sélectifs au sodium, avec une conductance d’environ 20-25 pS, et ils sont peu 
sensibles à l’amiloride [193]. La régulation de ces canaux est celle de la sous-
unité αENaC, indépendamment des sous-unités β et γENaC, telle que je l’ai 
décrite dans la section précédente. En général, les canaux NSC sont beaucoup plus 
exprimés dans les cellules ATII que les canaux HSC ENaC, lorsque les cellules 
sont cultivées en présence de liquide du côté apical. A l’inverse, lorsque les 
cellules sont cultivées en interface air-liquide, les canaux HSC sont plus exprimés 
que les canaux NSC [141]. Lorsque les cellules alvéolaires sont exposées aux 
endotoxines et aux macrophages, le courant NSC diminue fortement, suite à une 
modification du cytosquelette [65]. De part leur transport de sodium, les canaux 




b. Transport de chlore 
i. Canal CFTR 
a) Fonction et expression 
Dans les cellules épithéliales, le canal CFTR est localisé à la membrane apicale. 
Dans l’épithélium des voies aériennes supérieures, le canal CFTR permet au 
chlore de passer vers la lumière (sécrétion), tandis qu’au niveau distal, le canal 
CFTR permet au contraire la réabsorption de chlore à travers des cellules 
alvéolaires [41,96]. Ce transport de chlore est largement associé au transport de 
liquide. Au niveau des bronches, la sécrétion de chlore à la membrane apicale va 
entraîner la sécrétion de liquide, nécessaire à maintenir un volume périciliaire 
adéquat à la fonction mucociliaire. Le canal CFTR possède une conductance 
d’environ 7-10 pS [90], et il est possible de l’inhiber avec différents composés 
comme le CFTRinh172, le NPPB ou le glyH101... 
b) Clonage et structure 
En 1989, le gène cftr (ou abcc7), localisé sur le chromosome 7, a été cloné par 
Riordan et al [254]. Ce gène de plus de 245 Kb possède 27 exons, qui codent pour 
un ARNm de 6,5 Kb, et permettent la synthèse d’une protéine de 1480 acides 
aminés [254,352]. Les acides aminés qui composent le canal CFTR forment une 
protéine structurée en 15 domaines. A l’extrémité N-terminal, CFTR comprend 6 
domaines transmembranaires, puis un domaine NBD1 (Nucleotide-Binding 
Domain), un domaine R (Regulatory domain), de nouveau 6 domaines 





Figure 7: structure du canal CFTR. 
Schéma de l’ARNm de la structure protéique secondaire de CFTR (A). Exons (B) 
et locus du gène de CFTR (C). Figure issue de Rowntree et al., 2003 [266]. 
 
Figure 8: structure 2D de la protéine CFTR. 
MSD : domaine transmembranaire, NBD : domaine de liaison de l’ATP, domaine 




Il est possible de distinguer 1) la régulation de son expression membranaire et son 
activité [76] ainsi que 2) la régulation génique de CFTR [200]. 
L’activité de CFTR est dépendante de la liaison avec l’ATP, et dans une certaine 
mesure de son hydrolyse, au niveau de ses domaines NBD. Cette activité peut être 
régulée par la phosphorylation du domaine R par les kinases PKA et PKC, ce qui 
permet d’améliorer l’affinité de CFTR à l’ATP, via la dimérisation des domaines 
NBD [5]. La présence d’ATP va permettre au canal CFTR de s’ouvrir. A 
l’inverse, les phosphatases comme PP2C désactivent CFTR [76]. Comme le canal 
ENaC, la protéine CFTR peut être phosphorylée par Nedd4 en vue de son 
internalisation et de sa dégradation. 
Le promoteur de CFTR contient de très nombreux sites de liaison pour les 
facteurs de transcription : des séquences CRE (cAMP response element), des 
séquences C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein), des GRE (glucocorticoid 
response element), des sites de liaison pour ATF/cAMP (activating transcription 
factor/cyclic AMP), Sp-1, AP-1, ou NF-κB. Il existe aussi sur le gène CFTR des 
sites très sensibles à la DNase I (DHS : DNase I hypersensitive sites), qui 
permettent d’ouvrir et d’activer la chromatine [200]. L’expression génique du 
canal CFTR est augmenté par l’administration d’œstrogènes au niveau de 
l’épithélium utérin [222,256,257], tandis que la progestérone diminue son 
expression [215]. Il est intéressant de noter qu’au niveau des viscères (foie, 
pancréas, reins, estomac et intestin) HNF1 (hepatocyte nuclear factor 1) est 
présent et régule la transcription de CFTR [214].  
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ii. Canal CaCC 
a) Fonction et expression 
Le canal CaCC (Calcium-activated Cl- conductance channel) est un canal chlore 
que l’on retrouve sur la face apicale des cellules de l’épithélium respiratoire. 
CaCC permet la sortie de chlore en direction de la lumière, lorsqu’il est activé par 
le calcium intracellulaire [62]. Ce canal pourrait donc participer à la sécrétion de 
chlore au côté de CFTR, et donc être impliqué dans la sécrétion liquidienne au 
niveau bronchique. 
b) Clonage et structure 
Ce canal aurait été nouvellement identifié en tant que TMEM16a, aussi connu 
sous le nom d’anoctamine 1 [277,281]. L’identité exacte du canal CaCC reste 
discutée, et il existe différents types de TMEM16 : a, b, f, j ou k, identifiés au 
niveau de la trachée de souris, mais TMEM16a semble être le principal candidat 
pour le CaCC. En effet dans les souris KO pour TMEM16a, le courant chlore 
CaCC est nul comparé à celui observé dans des souris wild-type [261]. Il est 
intéressant de noter que le courant sensible au bumétamide, lié au co-transporteur 
NKCC, est lui aussi plus faible dans les souris KO pour TMEM16a que dans les 
wild-type [258]. 
c) Régulation 
Comme son nom l’indique le canal apical CaCC est un canal chlore qui est régulé 
par le calcium intracellulaire, via la calmoduline. Le canal CaCC possède 
plusieurs sites de phosphorylation potentiels pour PKA, PKC, CAMK ou encore 
CK-2 [164], qui vont moduler son activité. L’augmentation de la concentration 
intracellulaire de calcium, et donc du courant chlore CaCC, peut être obtenue par 
l’activation des récepteurs purinergiques P2Y, sensibles à l’UTP et l’ATP. 
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c. Pompe et co-transporteur 
Comme je viens de le décrire, les canaux sodiques HSC et NSC, et les canaux 
chloriques CFTR et CaCC se trouvent sur le côté apical des cellules épithéliales. 
Par ces canaux, le chlore est sécrété vers la lumière tandis que le sodium est 
réabsorbé, via ENaC. Afin que ces transports passifs puissent avoir lieu, il est 
nécessaire que des mécanismes de transport actif (pompe Na+/K+-ATPase) et 
secondairement actif (co-transporteur NKCC1) créent un gradient 
électrochimique. 
i. Pompe Na+/K+-ATPase 
a) Fonction et expression 
La pompe Na+/K+-ATPase est située sur la face basolatérale des cellules 
alvéolaires, et permet de faire simultanément sortir 3 ions sodium et entrer 2 ions 
potassium dans la cellule. Il s’agit d’un transport actif nécessitant l’hydrolyse 
d’ATP afin de transporter les ions contre leurs gradients respectifs. Lorsque des 
cellules alvéolaires sont cultivées sur support plastique, l’activation de la pompe 
Na+/K+-ATPase favorise l’apparition de dômes (figure 25), tandis que la 
ouabaïne, qui inhibe la pompe, empêche la formation de ces structures. Ces dômes 
sont une manifestation non seulement d’un transport ionique, mais aussi et surtout 
d’un transport liquidien transépithélial [30]. Des souris surexprimant la pompe 
Na+/K+-ATPase présentent une amélioration significative de la clairance d’un 
œdème provoqué par l’injection de thio-urée [295]. Dans une expérience visant à 
établir le rôle de la pompe Na+/K+-ATPase dans le transport transépithélial de 
sodium en condition physiologique et physiopathologique (hyperoxie causant une 
augmentation du transport de sodium), Sznajder et al ont montré que la ouabaïne 
diminuait le transport de sodium de 40% dans les rats contrôles et de 52% dans les 
rats soumis à l’hyperoxie [301]. 
b) Clonage et structure 
Le gène atp1a2 est un gène de plus de 36 Kb dont les 23 exons codent pour un 
ARNm de 5,5 Kb. Après traduction, la protéine Na+/K+-ATPase comprend 1020 
acides aminés. La pompe est composée de 3 sous-unités : α1, α2 et β. Les sous-
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unités α1 et α2 sont sensibles à la ouabaïne et forment la partie catalytique de la 
protéine. La sous-unité β est régulatrice, et joue aussi le rôle de chaperonne 
[20,108,109,310]. 
c) Régulation 
La pompe Na+/K+-ATPase fonctionne par l’hydrolyse de l’ATP et donc la 
concentration d’ADP/ATP intracellulaire régule son activité. L’activité de la 
pompe est dépendante des récepteurs β-adrénergiques, de la dopamine et des 
corticostéroïdes [317]. Les variations de la concentration en [O2] et en [CO2] 
influencent aussi la Na+/K+-ATPase, l’hyperoxie augmentant l’activité de la 
pompe tandis que l’hypoxie la diminue [300,317]. L’hypoxie diminue aussi 
l’expression génique de la pompe [64]. Les lésions pulmonaires entraînent une 
ubiquitination de la pompe Na+/K+-ATPase, ce qui entraîne une dégradation de la 
protéine [124]. 
ii. Co-transporteur NKCC 
a) Fonction et expression 
Depuis les années 1990, plusieurs transporteurs CCC (cation-Cl- cotransporter) 
ont été découverts, dont NCC (Na+/2Cl-), KCC (K+/2Cl-) et NKCC1 et NKCC2 
(Na+/K+/2Cl-). NKCC2 ne se trouve qu’au niveau rénal, tandis que NKCC1 est 
présent dans tous les épithéliums, dont pulmonaire, mais aussi dans d’autres types 
cellulaires [119]. Au niveau pulmonaire, NKCC1, est un co-transporteur qui 
permet l’entrée d’un ion sodium, d’un ion potassium et de deux ions chlore. 
NKCC1 est exprimé sur la face basolatérale des cellules épithéliales pulmonaires, 
et peut être inhibé par le bumétamide [138]. 
b) Clonage et structure 
La protéine NKCC1 synthétisée de 130 kDa vient de la traduction d’un ARNm 
d’environ 7 Kb [119], transcrit du gène bsc2 [210], qui a été cloné par Payne et al 





Le co-transporteur NKCC1 joue un rôle très important dans la régulation du 
volume cellulaire, aussi il est sensible à l’osmolarité et à la concentration 
intracellulaire de chlore [127,199]. L’UTP permet aussi d’activer NKCC, 
indépendamment de l’AMPc [119]. 
 
 
d. Transport de potassium 
La diversité moléculaire et la fonction des canaux potassiques sont présentées 
dans deux revues dont je suis le premier auteur (Annexe 1) [15,16], dont j’en 
résumerai ici l’essentiel. Sur plus d’une centaine de canaux potassiques 
découverts, plus d’une trentaine de canaux K+ ont été identifiés au sein de 
l’épithélium respiratoire (figure 9), et distingués en 3 classes. La première classe 
est composée des canaux à 4 domaines transmembranaires (DTM) et formant 2 
pores (Twik, Trek, Task). La seconde classe comprend les canaux à 2 domaines 
transmembranaires et à rectification entrante (Kir). La troisième classe possède 6 
DTM et se divise en deux groupes : le premier comprend les canaux sensibles au 
calcium intracellulaire (KCa) et le second les canaux sensibles au voltage (Kv). Il 




Figure 9: arbre phylogénique des canaux K+ dans l'épithélium des voies 
respiratoires. 
Figure issue de Bardou et al., 2009 [16]. 
 
i. Canaux K2P 
Les canaux potassiques à 4 domaines transmembranaires (DTM) et formant 2 
pores (canaux K2P) n’ont pas encore été très étudiés au niveau du poumon. Les 
canaux Twik1, Twik2, Trek1, Trek2, Task2, Task3, Task4, Thik1 et KCNK7 ont 
été identifiés dans la lignée de cellules pulmonaires cancéreuses H441 [137]. Dans 
des cellules séreuses des voies aériennes Calu3, Twik1, Twik2 et Trek1 sont 
localisés à la membrane plasmique tandis que Task2 est localisé au niveau des 
vésicules intracellulaires. Ces canaux sont sensibles à la bupivicaïne, la lidocaïne 
ou encore la quinidine. La fonction de ces canaux est encore très peu étudiée, mais 
il semble que ces canaux jouent un rôle dans la détection de l’oxygénation et de 
l’œdème liquidien [16]. En effet, Task3 est inhibé par l’hypoxie [151,152,328] et 
des K2P peuvent réguler l’absorption de sodium [137]. Au niveau des Calu3, 
l’inhibition des canaux K2P basolatéraux entraîne une diminution de la sécrétion 
de chlore par CFTR [78]. 
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ii. Canaux Kir 
a) Structure, expression et régulation 
De nombreux canaux K+ à rectification entrante ont été identifiés dans 
l’épithélium respiratoire, tels que Kir2.1, Kir3.1 (GIRK1), Kir3.2 (GIRK2), 
Kir3.3 (GIRK3), Kir3.4 (GIRK4), Kir4.2, Kir6.1 (KATP) et Kir7.1. Ce sont 
toutefois Kir2.1 et Kir6.1 qui ont été les plus étudiés [16]. Kir2.1 est un canal K+ 
d’une conductance unitaire de 31 pS identifié dans des cellules ATII fœtales et 
dans des cellules cancéreuses [208]. Le canal Kir6.1, aussi appelé KATP, est formé 
de la sous-unité Kir6.1 (424 acides aminés) qui forme le pore et de la sous-unité 
régulatrice SUR2B. Il possède une faible conductance (environ 12 pS) et nous 
avons montré qu’il se retrouve à la membrane basolatérale des cellules épithéliales 
alvéolaires ATII, bronchiques NuLi/CuFi, CFBE, et cancéreuses A549 et H460 
[16]. Le canal KATP est régulé par le ratio d’ATP/ADP. Une augmentation d’ATP 
va entraîner la fermeture du canal, suite à la régulation de la sous-unité SUR. Il est 
possible d’activer le canal KATP grâce à de nombreux agents pharmacologiques 
comme le pinacidil, le minoxidil [155] ou le YM934 [244,338]. Pour l’inhiber, il 
est possible d’utiliser du glibenclamide qui inhibe les canaux composés de sous-
unités réceptrices des sulfonylurés. 
b) Fonction 
Le canal KATP participe au contrôle du potentiel de membrane des cellules 
épithéliales, en conduisant près de 40% du courant potassique basolatéral, en 
condition de base [170]. De part cette action, ce canal est très impliqué dans 
d’autres processus cellulaires. En effet, nous avons montré au laboratoire que 
l’expression et l’activité du canal KATP sont régulées par la voie de signalisation 
EGF/EGF-R, et que le canal KATP régule la vitesse de réparation épithéliale 
[313,314]. Il a aussi été démontré une inter-relation entre le canal KATP et 
l’inflammation. En effet, au niveau du colon, l’inflammation augmente le courant 
KATP [146], et l’activité du canal KATP contrôle aussi le recrutement 
neutrophilique, ainsi que la production de TNF et d’IL-6 [237]. Le canal KATP est 
aussi impliqué dans un autre processus : le transport liquidien. En effet, Sakuma et 
al ont démontré que l’activation du KATP par le YM934, permet d’augmenter la 
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clairance liquidienne alvéolaire au niveau de poumons humains résectés [271]. Au 
laboratoire, le canal KATP a été cloné à partir des cellules ATII et nous avons 
démontré que l’inhibition du canal diminuait l’expression de ENaC et de CFTR, 
ainsi que les courant de Na+ et de Cl- [170,171]. 
iii. Canaux KCa 
a) Structure, expression et régulation 
Ces canaux sont composés de 6 domaines transmembranaires (sauf le canal BKCa 
qui comprend 7 domaines transmembranaires), et trois canaux KCa ont été 
détectés au niveau de l’épithélium respiratoire : BKCa, KCa3.1 et SK1 [15]. 
BKCa, codé par le gène kcnma1, est un canal à large conductance potassique, et il 
a été détecté dans les cellules A549 et des cellules nasales [163,253]. Le canal 
BKCa (1182 acides aminés) peut être inhibé par l’ibériotoxine. KCa3.1 a été 
détecté dans de nombreux types cellulaires : A549, ATII, CFBE, Calu3, 16HBE, 
NuLi/CuFi [16]… Encodé par le gène kcnn4, le canal KCa3.1 (427 acides aminés) 
est un canal de conductance K+ intermédiaire, d’où son autre nom : IKCa. Le 
canal peut être activé par un agent pharmacologique appelé 1-EBIO (1-ethyl-2-
benzylimidazolinone), et inhibé par le Tram34. SK1 (543 acides aminés) est un 
canal de petite conductance potassique, encodé par le gène kcnn1, et identifié au 
niveau de cellules bronchiques 16HBE [24]. 
Ces canaux sont régulés comme leurs noms l’indiquent par la concentration 
calcique intracellulaire, mais ils peuvent aussi être sensibles au voltage. Si ces 
canaux ne sont pas actifs lorsque les cellules sont dans un état basal, un signal 
calcique peut leur permettre de s’ouvrir pour laisser passer du potassium. Ces 
canaux jouent donc un rôle important sur la conductance potassique lorsque les 
cellules sont soumises à des conditions particulières, comme par exemple la 
déformation de la membrane cellulaire qui permet d’activer les canaux KCa [88]. 
b) Fonction 
Au niveau alvéolaire, les canaux BKCa interviennent en tant que senseurs 
d’oxygène [172], suite à la production de ROS par exemple [151,180]. Dans ces 
alvéoles, les canaux KCa interviennent aussi dans la régulation de l’influx 
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calcique, responsable de la sécrétion de surfactant [121,326]. KCa3.1 quant à lui, 
participe au contrôle de la réparation épithéliale. En effet, l’inhibition du canal 
KCa3.1 entraîne une diminution de la vitesse de réparation des cellules 
bronchiques [314]. De plus, l’inflammation au niveau des cellules musculaires 
lisses inhibe BKCa [181], alors que l’IL-13 semble activer KCa3.1 dans les 
cellules bronchiques NHBE [87]. A son tour, KCa3.1 influence l’inflammation 
car lors de son inhibition, le recrutement de mastocytes diminue chez les 
asthmatiques [70]. Pour finir, le canal KCa3.1 participe au contrôle du transport 
ionique et liquidien, au niveau des cellules alvéolaires [171]. Plusieurs études 
montrent que l’activation de KCa3.1 par du 1-EBIO, permet d’augmenter la 
sécrétion de chlore par CaCC, et donc d’augmenter la sécrétion liquidienne au 
niveau de l’épithélium nasal et du colon [187,264]. 
 
iv. Canaux Kv 
a) Structure, expression et régulation 
Les canaux Kv sont formés de 6 domaines transmembranaires (DTM), comme les 
KCa. De nombreux Kv ont été identifiés au niveau de l’épithélium respiratoire : 
Kv1.1, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7, 4.1, 4.2, 4.3, 6.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5 et 9.3 [16]. Le 
principal canal étudié, KvLQT1 (Kv7.1), est associé à une sous-unité régulatrice β 
MiRP1, 2 ou 3 (MinK-related protein, ou KCNE1, 2 et 3) au niveau pulmonaire 
[67,114,308]. KvLQT1 est encodé par le gène kcnq1 du chromosome 11, et 
l’ARNm de 3,2kb est transcrit en une protéine de 676 acides aminés. Le gène 
kcnq1 a été cloné en 1997 par Lee et al [168]. Le canal possède une petite 
conductance potassique de moins de 10 pS. KvLQT1 est présent et fonctionnel au 
niveau alvéolaire (ATII, A549), bronchique (NuLi/CuFi, CFBE, HBE, Calu3), 
trachéal et nasal [16]. Il est activé par l’AMPc, et inhibé par le chromanol 293B 
ou le clofilium. 
b) Fonction 
Les canaux Kv sont très importants pour le potentiel de membrane, nous avons 
d’ailleurs observé que KvLQT1 est responsable de près de 60% de la conductance 
potassique basolatérale dans les cellules épithéliales alvéolaires, en condition de 
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base [170,171]. De part ce rôle, les canaux Kv remplissent de nombreuses 
fonctions au sein de l’épithélium respiratoire. Comme les canaux KCa ou K2P, les 
canaux Kv (Kv1.5, 2.1, 4.3 et 9.3) sont régulés par l’O2 au niveau alvéolaire et au 
niveau des cellules vasculaires du muscle lisse [180]. 
Les canaux Kv sont aussi impliqués dans la régulation des processus de 
prolifération et de migration cellulaires dans les cellules alvéolaires et 
bronchiques [330]. Notre laboratoire a montré que l’activation de KvLQT1 
entraîne en effet une augmentation de la migration cellulaire [313]. A l’inverse, 
l’inhibition de ce canal diminue la vitesse de réparation épithéliale, induite par 
l’EGF [313,314]. 
Pour finir, l’inhibition du canal KvLQT1 diminue le transport de chlore au niveau 
des cellules nasales, trachéales et bronchiques [171,188]. De même, la modulation 





Tableau 1: liste des canaux K+ identifiés dans les épithéliums respiratoires. 
Tableau issu de Bardou et al [15]. A : ARN détecté, P: protein détectée, F: 
fonction mise en évidence, a : PCR, b : hybridation in situ, c : northern blot, d : 





Le transport ionique va participer comme je l’ai décrit à la régulation du transport 
liquidien, que ce soit la sécrétion liquidienne pulmonaire au niveau fœtal, 
l’absorption liquidienne alvéolaire ou encore la sécrétion liquidienne dans les 
voies aériennes à l’âge adulte. Au-delà de ce rôle, le transport ionique va aussi 
être impliqué dans une autre fonction de l’épithélium respiratoire : les 
mécanismes de défense. 
 
I.C.3. Mécanismes de défense 
En moyenne, la respiration permet de faire entrer environ 500 litres d’air par 
heure, accompagnés de plus de 25 millions de particules : poussières, allergènes, 
bactéries [278]… 
a. Activité antimicrobienne 
Afin de se protéger de ces agressions extérieures, l’épithélium des voies aériennes 
développe plusieurs mécanismes défensifs [320] (figure 11). En premier lieu, 
l’épithélium respiratoire constitue une barrière physique dont la perméabilité est 
très sélective, en effet, si les ions et les liquides peuvent le traverser, les 
poussières, les allergènes et les pathogènes sont en général bloqués par cette 
barrière. Les cellules épithéliales empêchent le passage paracellulaire de grosses 
molécules, grâce à de nombreuses jonctions serrées et jonctions adhérentes. Ces 
jonctions permettent aux cellules de communiquer facilement entre elles en créant 
des ponts entre leurs cytoplasmes, mais elles permettent aussi de colmater les 
espaces intercellulaires [236]. Certains « agresseurs » extérieurs vont être capables 
de léser cet épithélium afin de créer une brèche et pénétrer dans l’organisme, aussi 
il est important que l’épithélium possède une importante capacité de réparation. 
Lorsque les « agresseurs » ne peuvent pas traverser l’épithélium, ils ont tendance 
à s’accumuler dans les voies aériennes, et c’est donc dans le but de les rejeter que 
l’épithélium développe un mécanisme complexe d’élimination des corps 
étrangers. Pour se faire, l’épithélium possède une fonction de clairance 
mucociliaire au niveau des voies aériennes, régit en coordination par les différents 
types cellulaires. Les cellules à gobelets, qui composent 20% de la population 
cellulaire épithéliale, vont sécréter du mucus qui va permettre d’agglutiner les 
éléments étrangers qui circulent dans les voies aériennes [259,319]. Ce mucus, 
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très riche en Ca2+, est composé de nombreuses protéines, dont les glycoprotéines 
mucines membranaires ou sécrétées [262,325]. Les mucines sont composées de 
grandes chaines de sérines et/ou thréonines glycosylées. Si une vingtaine de 
mucines a été identifiée, ce sont principalement les mucines MUC1, 2, 5AC, 5B 
qui se retrouvent au niveau des voies aériennes, mais il existe aussi les mucines 
MUC4, 7, 8, 11, 13, 15, 19, 20 [262,325]. Les cellules séreuses vont permettre de 
sécréter du liquide périciliaire, qui va recouvrir d’une épaisseur de 5 à 10 µm, 
l’ensemble des voies aériennes supérieures. Dans ce liquide, de nombreuses 
protéines défensives sont sécrétées par les cellules environnantes : des défensines, 
des cathelicidines, des peptides antimicrobiens, des lysozymes, des lactoferrines, 
des peroxydases, et des protéines du surfactant. Toutes ces protéines vont se mêler 
au mucus qui piège les pathogènes à la surface des cils, afin de combattre les 
infections [58,83,307,320] (figure 10). 
 
 
Figure 10: "radeaux" de mucus sur un épithélium bronchique cilié, 
photographie en microscopie électronique. 
M : mucus, C : cils des cellules ciliées. Figure issue de Rogers, 2007 [260]. 
 
En général, le mucus est stocké de manière compacte dans des vésicules 
cytoplasmiques, grâce au calcium. Pour sécréter le mucus, les cellules sécrétrices 
attendent un signal tel que des cytokines ou des médiateurs inflammatoires, qui 
apparaissent en réponse à un stimulus extérieur [260]. Les cellules ciliées, qui 
composent 70% de la population cellulaire épithéliale des voies aériennes, 
possèdent de longs cils (environ 20 µm de long) qui battent de manière 
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synchronisée, permettant de faire rouler le tapis de mucus vers le haut des voies 
aériennes [82,223,236]. Il est intéressant de noter que les cellules ciliées au niveau 
bronchique battent 1,5 fois plus vite que les cellules ciliées des bronchioles [63], 
et que les β-agonistes augmentent de 4 fois la fréquence de battement ciliaire [22]. 
Pour que la fonction ciliaire soit efficace, il est primordial que le volume 
périciliaire soit suffisant, car en effet une diminution de ce volume entraîne une 




Figure 11: schéma d'un épithélium bronchique sécrétoire. 
Figure issue de Coraux et al., 2005 [66]. 
 
Au sein de l’arbre respiratoire, des cellules immunitaires comme les macrophages 
circulent à la surface du liquide qui recouvre les voies aériennes et les alvéoles, 
afin d’éliminer les pathogènes difficilement rejetés par le mécanisme physique des 
cils. Ces macrophages vont aussi permettre de déclencher une réaction 





b. Inflammation et immunité 
i. Réponse inflammatoire 
Lorsque les cellules épithéliales sont en présence d’agresseurs, elles vont en plus 
de leur action défensive, déclencher une réponse inflammatoire afin d’attirer des 
cellules immunitaires. En fonction du type d’agresseurs (virus, bactérie, etc), la 
réponse inflammatoire sera différente. Pour les virus par exemple, les cellules 
épithéliales vont sécréter des interférons de type I (IFN-α et IFN-β) pour stimuler 
les cellules ciliées voisines, et amplifier le signal [129,294]. Les cellules menacées 
vont sécréter des cytokines comme l’IL-6, l’IL-1β, le TNFα et des chémokines 
comme l’IL-8, pour recruter des cellules immunitaires, par exemple des 
neutrophiles [320]. 
ii. Dérèglement de la réponse inflammatoire 
Lorsque la réponse inflammatoire est débalancée, cela crée un stress sur les 
cellules épithéliales. Les cytokines pro-inflammatoires vont induire une 
diminution des jonctions serrées entre les cellules, et des desmosomes [148]. Une 
hyper-inflammation va entraîner une augmentation de production d’oxyde nitrique 
(NO) qui va conduire à des lésions épithéliales et à une diminution de la fonction 
défensive de l’épithélium, favorisant l’infection et donc l’inflammation [93,148]. 
En plus de l’hyper-inflammation, les facteurs virulents et les protéases sécrétées 
en cas d’infection, participent à la formation de lésions épithéliales [47,269,334]. 
c. Réparation épithéliale 
Suite à des lésions, l’épithélium va déclencher un phénomène de réparation qui 
combine à la fois : 1) les processus de migration cellulaire afin de venir refermer 
les lésions, 2) de prolifération cellulaire afin de repeupler les espaces lésés et 3) de 
différenciation cellulaire afin de reformer un épithélium fonctionnel. 
i. Migration cellulaire 
La migration cellulaire est un processus complexe qui se divise en plusieurs 
étapes successives dont les principales sont : la formation de protusions à l’avant 
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de la cellule, l’adhésion de ces protusions, le déplacement de la cellule, puis la 
rétractation de l’arrière de la cellule (figure 12). Pour participer à ces étapes, les 
cellules épithéliales ont besoin d’être polarisées afin d’avoir un mouvement 
directionnel. Les cellules épithéliales disposent donc de différentes classes de 
protéines pour migrer sur la matrice extracellulaire, parmi lesquelles : 1) les 
protéines du cytosquelette pour organiser la polarité des cellules (que je ne 
détaillerai pas), 2) les canaux ioniques afin de modifier le volume cellulaire, 3) les 
métalloprotéinases qui permettent de faciliter le mouvement au travers de la 
matrice extracellulaire, et 4) les protéines responsables de l’adhésion entre les 
cellules et la matrice extracellulaire (les intégrines).   
 
Figure 12: processus de migration cellulaires. 
(A) protusions à l’avant de la cellule, (B) digestion de la matrice extracellulaire, 




a) Changement de forme, de volume cellulaire et canaux ioniques 
Les changements de forme et la modification du volume cellulaire de la cellule est 
essentielle pour le processus de migration cellulaire. D’après Schwab et al., les 
canaux ioniques vont aider la cellule à augmenter son volume à l’avant afin de 
former des protusions, tandis qu’à l’arrière de la cellule, certains canaux vont 
permettre de réduire son volume [274,275]. A l’avant de la cellule, des canaux 
sodiques (ENaC) et des co-transporteurs (Na+/H+, Cl-/HCO3-, Na+/HCO3-) feraient 
entrer des ions Na+ et Cl- dans le cytoplasme, ce qui s’accompagnerait d’une 
entrée d’eau via des aquaporines (AQP). Cette augmentation du volume cellulaire 
permettrait la formation de protusions. A l’arrière de la cellule, des canaux Ca2+ 
seraient activés, puis des canaux potassiques (KCa3.1, Kv) et chlore (VRAC) 
permettraient d’expulser des ions K+ et Cl- hors de la cellule, et ainsi conduire à 
un efflux d’eau via des AQP, accompagné d’une diminution du volume cellulaire 
et de la rétractation de la cellule [275]. Ce modèle proposé par Schwab et al. est 
illustré dans la figure 13. 
 
Figure 13: modèle de migration cellulaire présentant la formation de 
protusions (A), le signal calcique (B) et la rétractation cellulaire (C). 
Figure issue de Schwab et al., 2001 [274]. 
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Comme je vais le décrire plus loin, nous avons démontré au laboratoire, que les 
canaux K+ intervenaient dans le contrôle de la migration cellulaire [313], tout 
comme CFTR [312]. Il est possible que les canaux K+ et CFTR agissent de 
concert dans la régulation de ce processus de migration cellulaire. 
Ce fonctionnement implique une polarité des cellules avec une organisation très 
structurée, afin que tous les acteurs agissent de concert dans une direction donnée. 
La polarité des cellules pourrait être obtenue par chimiotaxisme. Par exemple lors 
de lésions, les cellules environnantes vont sécréter des cytokines attirant des 
cellules inflammatoires, qui sécréteront à leur tour des cytokines attirant les 
cellules épithéliales voisines, afin de restaurer l’intégrité épithéliale [274,275]. 
Une étude récente montre qu’au niveau de cellules de trachée de singe, la création 
de lésions entraîne la formation d’un signal électrique, impliquant CFTR, 
susceptible d’induire une direction de migration pour les cellules réparatrices 
[299]. Au laboratoire, nous avons pu déterminer une interaction entre CFTR, le 
canal K+ KCa3.1 et l’intégrine β1, potentiellement impliquée dans le processus de 
migration cellulaire (Trinh et al., non publié).  
b) Les métalloprotéinases 
Les métalloprotéinases (MMP) sont des protéases qui permettent de cliver 
certaines protéines de la matrice extracellulaire comme la gélatine ou la caséine ; 
elles sont d’ailleurs distinguées selon leur substrat, en 6 familles : les gélatinases 
(MMP-2, -9, figure 14), les collagénases (MMP-1, -8, -13), les matrilysines 
(MMP-7), les stromelysines (MMP-3, -10, -11), les élastases (MMP-12) et les 
MT-MMP (MMP-14, -15, -16, -17) [54]. Leur site actif contient un site de liaison 
au zinc, et leur activité nécessite des conditions définies selon les MMP, à savoir 
un pH déterminé et un signal calcique. Les gélatinases MMP-2 et MMP-9 peuvent 
dégrader la gélatine, le collagène de type IV, le collagène de type I (uniquement la 
MMP-2), l’élastine et la vitronectine. Lorsqu’elles sont sécrétées, les MMP sont 
dans une forme inactive de pro-peptide, voir de pré-pro-peptide. Pour être 
activées, les pro-MMP sont clivées par d’autres MMP : MT-MMP et TIMP-2 
pour la MMP-2, sérines protéases, MMP-2 et -3 pour la MMP-9 [50]. En plus de 
dégrader la matrice extracellulaire, les MMP peuvent cliver et permettre le re-
largage de facteurs de croissance comme l’EGF et le TGF, utiles pour la 
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migration. Les MMP permettent de cliver les E-cadhérines, ce qui favorise la 
migration cellulaire [110]. 
 
Figure 14: domaines d'intérêt des structures des MMP-2 et MMP-9. 
Figure modifiée d’après Tveita et al., 2008 [315]. 
 
Il est intéressant de noter que de très nombreuses publications font un lien entre 
l’activité des MMP et des pathologies pulmonaires comme la fibrose pulmonaire, 
l’ALI/SDRA (Acute Lung Injury/Syndrome de Détresse Respiratoire Aigu), 
l’emphysème/MPOC (Maladie Pulmonaire Obstructive Chronique), l’asthme et le 
cancer pulmonaire (plus de 100 publications en 2 ans) [12]. Par exemple, dans une 
étude sur la MPOC, il a été démontré que les fumeurs sécrètent plus de MMP-9 au 
niveau du poumon, ce qui entraîne une augmentation de l’emphysème et des 
lésions épithéliales [268]. Dans le SDRA, le rôle de la MMP-9 est plus discuté, 
mais il semblerait que son niveau d’expression est plus élevé chez les enfants 
atteints de SDRA, que chez les enfants « sains » [159]. De plus, de nombreuses 
évidences dans la littérature démontrent que l’expression et/ou l’activité des MMP 
sont sensibles à la glycémie. Par exemple, il a été montré que dans des cellules de 
rétine, l’expression et l’activité de la MMP-2 sont réduites par l’hyperglycémie 




c) Les intégrines 
Les intégrines sont des protéines membranaires permettant l’ancrage des cellules 
sur la matrice extracellulaire. Chez les mammifères, 18 sous-unités α et 8 sous-
unités β recensées sont capables de se combiner en hétérodimères pour former 24 
intégrines différentes (figure 15). Si ces protéines d’adhésion peuvent se lier avec 
de nombreux ligands de la matrice extracellulaire, une intégrine aura plus ou 
moins d’affinité avec un substrat spécifique, dépendamment de l’association des 
sous-unités qui la composent. Par exemple les intégrines composées de la sous-
unité β1 vont être en mesure de se lier avec la laminine ou le collagène ou la 
séquence consensus RGD (arginine-glycine-acide aspartique), et c’est la sous-
unité α qui va orienter la priorité d’affinité [191]. 
 
Figure 15: schéma présentant les associations possibles entre les sous-unités α 
et β des intégrines. 
Figure issue de Margadant et al., 2011 [191]. 
 
Au niveau pulmonaire, les sous-unités principalement exprimées sont αV, α4, α5, 
β1, β6 et β3. 
Ces intégrines sont des protéines membranaires susceptibles de passer d’un état 
replié de faible affinité à un état de forte affinité suite à un changement de 




Figure 16: régulation entre les 2 états d'une β-intégrine. 
Figure issue de Anthis et al., 2011 [10]. 
 
Ce changement fait suite à un signal « inside-out » : une stimulation 
extracellulaire, comme des facteurs de croissance, permettent l’activation des 
intégrines, qui vont pouvoir se lier à leurs ligands de la matrice extracellulaire. En 
se liant à la matrice extracellulaire, les intégrines vont déclencher le signal 
« outside-in », ce qui va provoquer le recrutement de la Taline et la Kindline 
[213]. Une fois recrutées, ces protéines vont se lier à l’α-actinine et la F-actine, 
permettant de relier le cytosquelette aux intégrines. Cette cascade de signalisation 
protéique va entraîner divers processus comme la migration cellulaire, l’adhésion, 
la croissance, la différenciation cellulaire ou l’apoptose [332]. 
Il est intéressant de noter que de nombreuses études ont établit un solide lien entre 
la migration cellulaire et l’expression des intégrines, et certaines abordent même 
l’impact du diabète et/ou de l’hyperglycémie sur l’expression des intégrines. De 
manière générale le diabète et/ou l’hyperglycémie induisent une diminution de 
l’expression de la β1-intégrine (CD-29), par exemple au niveau des cellules 
rénales [53,157,250] et cornéennes [147]. Cependant, certaines études démontrent 
des effets inverses, comme par exemple l’augmentation de l’expression de 
certaines intégrines, telle que la β2, par le diabète et/ou l’hyperglycémie [207]. 
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Ces différents types de protéines, canaux ioniques, MMP et intégrines, 
interviennent dans la migration cellulaire et sont reliés dans certaines publications 
au diabète et/ou à la Fibrose Kystique. Il est donc intéressant d’étudier s’il existe 
un impact de l’hyperglycémie sur la migration cellulaire, via un effet sur le 
transport ionique, les MMP ou les intégrines (Voir 3e partie, section III.D). 
ii. Prolifération et différenciation cellulaire 
Afin de réparer les zones lésées, il est nécessaire que les cellules épithéliales 
prolifèrent. Certaines cellules épithéliales n’en sont pas capables, et l’identité des 
cellules progénitrices reste discutée. Au niveau de la monocouche de cellules 
alvéolaires, il semblerait que ce soit les cellules alvéolaires de type II qui se 
dédifférencient, migrent vers la zone lésée, prolifèrent, puis se redifférencient en 
ATI ou en ATII pour recréer un épithélium fonctionnel. Au niveau bronchique, 
l’épithélium est pluristratifié et ce sont les cellules basales et les cellules de Clara 
qui semblent jouer le rôle de cellules progénitrices dans la réparation de lésions. 
 
 
Lorsque les cellules de l’appareil respiratoire subissent un stress trop important ou 
présentent un défaut génétique, une perte d’une partie des fonctions décrites 
précédemment peut avoir lieu et conduire à des pathologies comme le SDRA ou 
la Fibrose Kystique, que je vais décrire ci-après. 
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II. Pathologies respiratoires 
De nombreuses pathologies peuvent atteindre l’appareil respiratoire, comme 
l’asthme, les maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC), l’apnée du 
sommeil, les cancers du poumon, l’ALI (acute lung injury) et le syndrome de 
détresse respiratoire aigu (SDRA) ou encore la Fibrose Kystique (FK), même si 
cette dernière touche d’autres organes. Cette section de l’introduction décrira plus 
précisément la physiopathologie du SDRA et de la FK. 
II.A. L’ALI et le SDRA 
II.A.1. Description de la pathologie 
a. Etiologie 
Le syndrome de détresse respiratoire aigu est une complication sévère de l’ALI 
(acute lung injury). Grossièrement, ce syndrome correspond à une atteinte de la 
barrière alvéolo-capillaire, la présence d’un œdème pulmonaire non cardiogénique 
et une diminution de la capacité respiratoire, avec une hypoxie (PaO2/FIO2 ≤ 300) 
[52,98]. Le SDRA a été décrit pour la première fois en 1967 [11], et il est associé 
à plus de 15,000 décès par an aux USA, sachant qu’en comptabilisant tous les cas 
d’ALI (200,000 par an), il s’agit de plus de 70,000 décès par an aux USA [267]. 
Grâce à l’amélioration des soins, l’espérance de survie suite à un SDRA est passée 
de 40% dans les années 70, à 70% actuellement. 
b. Causes 
De multiples causes peuvent engendrer le développement du syndrome de 
détresse respiratoire : un choc septicémique, une pneumonie, un trauma, une 
transplantation, une transfusion sanguine majeure, une brûlure, une presque 




c. Phases et traitements 
Le SDRA se décompose en 3 phases : « exsudative » dans les premiers jours qui 
suivent la défaillance respiratoire, « proliférative » dans les 10 premiers jours et 
« fibreuse » après la deuxième semaine [21]. La phase aigue exsudative 
correspond à l’étape initiale où des lésions de la barrière endothéliale/épithéliale 
alvéolaire sont associées à une infiltration neutrophilique, un influx œdémateux 
riche en protéines, la formation de membranes hyalines, une diminution de la 
sécrétion de surfactant, et une réponse inflammatoire et oxydative. Chez certains 
patients, la réparation alvéolaire par les cellules ATII et la résorption de l’œdème, 
permettent une résolution rapide du SDRA. Chez d’autres, une phase subaigüe 
proliférative s’enclenche, éventuellement suivie d’une phase fibrotique, 
caractérisée par une persistance de l’œdème, une organisation des membranes 
hyalines, un dépôt de collagène et le développement d’une fibrose. 
L’inflammation va dérégler la sécrétion de surfactant et favoriser la prolifération 
des fibroblastes. Ces phénomènes vont complètement transformer le 
fonctionnement et la structure des alvéoles, ce qui va provoquer des difficultés 
respiratoires pouvant causer le décès des patients atteints de SDRA [196]. 
L’un des traitements consiste à aider les patients à respirer en les intubant et en 
effectuant une ventilation assistée contrôlée afin de forcer l’apport d’oxygène 
dans les voies distales, ainsi que d’éviter l’atélectasie alvéolaire, grâce à la PEP 
maintenue (Pression Expiratoire Positive). Néanmoins cette technique est 
controversée, car certaines études montrent que cette ventilation mécanique peut 
créer un stress qui est lui aussi susceptible de participer à la formation de lésions. 
Actuellement, la technique de ventilation LTV (Low Tidal Volume) consiste à 
ventiler par de petits volume d’air afin de limiter la pression et donc l’atteinte 
épithéliale [91]. Une seconde voie de traitement à l’étude consiste à stimuler la 
clairance en activant le transport de sodium, par l’activation des récepteurs β-
adrénergiques par exemple. Il existe encore d’autres voies de traitement, comme 
l’inhibition des cytokines pro-inflammatoires, et c’est généralement l’association 
de plusieurs stratégies qui permet d’obtenir de meilleurs résultats [26,68]. 
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II.A.2. Œdème et clairance liquidienne 
L’atteinte de la barrière alvéolo-capillaire engendre l’apparition d’un œdème 
alvéolaire. Ces lésions vont affecter la capacité de réabsorber le liquide par les 
cellules alvéolaires restantes (figure 18). En effet, en temps normal, une des 
fonctions des cellules épithéliales alvéolaires est de réabsorber le liquide se 
trouvant dans la lumière (figure 17). Pour ce faire, les cellules provoquent un 
drain transépithélial des ions sodium, de la lumière vers l’intérieur du corps, par 
deux acteurs du transport sodique : la pompe Na+/K+-ATPase et le canal ENaC, 
qui sont détaillés dans la section I.C.2. Ce drain de sodium va être accompagné 
d’une réabsorption liquidienne, due au gradient osmotique créé. 
 
Figure 17: schéma d'une alvéole saine. 
Figure issue de Berthiaume et al., 2007 [26]. L’épithélium alvéolaire est composé 
comme on le voit dans l’insert, de cellules ATI et ATII, présentant de nombreux 




Figure 18: schéma d'une alvéole en ALI. 
Figure issue de Berthiaume et al., 2007 [26]. L’épithélium alvéolaire lésé entraîne 
une accumulation liquidienne, ainsi qu’un recrutement de cellules immunitaires 
(macrophages et neutrophiles). 
 
A la face basolatérale des cellules, la pompe Na+/K+-ATPase expulse du sodium à 
l’encontre du gradient sodique (voir section I.C.2.c), ce qui va être compensé par 
une entrée de sodium du côté apical. Cette entrée d’ions Na+ par le canal ENaC 
suit le gradient sodique (voir section I.C.2.a). Ainsi, le sodium va être attiré de la 
lumière vers les cellules endothéliales et cela va créer un gradient osmotique qui 
va contraindre le liquide à suivre la même direction. Plusieurs études ont 
démontré le rôle de la pompe Na+/K+-ATPase et du canal ENaC dans la résolution 
de l’œdème pulmonaire chez des patients atteints d’ALI [26,198]. Les souris KO 
pour αENaC meurent d’ailleurs à la naissance de défaillance respiratoire, du à leur 
incapacité de résorber le liquide présent à la naissance [134]. A l’inverse, l’œdème 
va diminuer l’expression des sous-unités α, β et γENaC et de la sous-unité 
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α1Na+/K+-ATPase et de CFTR [167]. D’autres études ont démontré que si CFTR 
permet la sécrétion de chlore au niveau bronchique, son action diffère au niveau 
alvéolaire. En effet, dans les alvéoles, CFTR permet une réabsorption de chlore et 
donc une réabsorption de liquide. Les œdèmes liquidiens provoqués chez des 
souris par l’instillation de milieu salin, sont moins bien éliminés chez des souris 
FK avec la mutation ΔF508 [95]. 
Au-delà de la pompe Na+/K+-ATPase et du canal ENaC, d’autres acteurs du 
transport ioniques pourraient participer au phénomène de clairance liquidienne 
alvéolaire, nécessaire lors de l’ALI ou du SDRA. Au laboratoire, nous avons 
démontré que l’inhibition des canaux potassiques KvLQT1 et KATP entraîne une 
diminution de la clairance liquidienne. A l’inverse, l’activation des canaux K+ 
permet d’augmenter la clairance liquidienne [271]. Nous avons aussi montré que 
l’activation des canaux K+ augmente la vitesse de réparation épithéliale des 
cellules ATII [313]. Ces canaux sont décrits plus en détails dans la section I.C.2.d. 
Tenant compte de ces résultats, il est possible d’imaginer que les canaux K+ 
peuvent intervenir dans la résolution de l’œdème liquidien alvéolaire en cas de 





II.B. La Fibrose Kystique (FK) et le diabète relié à la 
FK (CFRD) au niveau bronchique 
II.B.1. Description de la pathologie FK 
La Fibrose Kystique (FK) ou mucoviscidose, est une pathologie d’origine 
génétique autosomale récessive, qui touche actuellement une naissance sur 3600 
au Canada. Il est possible d’effectuer un diagnostique à la naissance, par le test de 
la sueur, car les nouveau-nés FK ont une sueur 3 à 5 fois plus salée que celle des 
nouveau-nés non-FK. L’obstruction de l’intestin grêle par l’accumulation de 
méconium est très rare chez les non FK, alors qu’elle touche 10 à 20% des 
nouveau-nés FK. 
La FK est une pathologie multi-organique qui touche le pancréas, le foie, les 
intestins, les glandes sudoripares, le système reproductif et les poumons. C’est 
d’ailleurs l’atteinte des poumons qui entraîne le décès dans la plupart des cas. Il 
est intéressant de noter que si la fonction pancréatique semble fortement 
déterminée par le type de mutation de CFTR (voir section II.B.3), la sévérité de 
l’atteinte pulmonaire est plus variable d’un patient à l’autre [35]. Le nom de 
Fibrose Kystique du pancréas vient du fait que 95% des patients FK présentent un 
défaut de synthèse des enzymes pancréatiques, en particulier avec les mutations 
de classes I, II et III [266]. 
L’espérance de vie des patients FK au début des années 1980 ne dépassait pas 20 
ans, alors qu’aujourd’hui, avec les différents traitements et soins disponibles, 




Figure 19: statistiques sur l'âge des patients FK. 
Age moyen des patients FK (vert), âge moyen au décès (rouge) et pourcentage des 
patients majeurs (bleu). Graphiques réalisés à partir des données de 
www.cysticfibrosis.ca [1]. 
II.B.2. Le diabète dans la FK (CFRD) et l’hyperglycémie 
L’allongement de l’espérance de vie des patients FK s’accompagne par 
l’apparition de pathologies associées, dont le diabète relié à la FK (CFRD) (figure 
20). Ce diabète atteint plus de 25% des patients FK de plus de 30 ans. Cette 
complication entraîne une forte augmentation de la mortalité avec seulement 25% 
de survie pour les patients CFRD de 30 ans contre 60% pour les patients FK non 
diabétiques [84]. 
 
Figure 20: pourcentage de patients atteints de CFRD en fonction de leur âge. 
Graphique issu de www.cysticfibrosis.ca [1]. 
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Le diabète relié à la FK est un diabète différent des diabètes de type I et II. Le 
CFRD présente un défaut de fonction des cellules α et β pancréatiques, une 
diminution de la sensibilité à l’insuline, une clairance insulinique défaillante et 
une augmentation de l’absorption de glucose [84]. Le diabète est associé à un 
défaut de réparation dans plusieurs épithéliums comme la peau ou la cornée 
[39,302]. Le diabète est caractérisé par une très forte hyperglycémie (15 mM de 
glucose après un repas, pour les diabétiques de type I ou II [107,169,238,297] et 
jusqu’à 25 mM en CFRD [153,154,211]). Chez les patients diabétiques CFRD, 
une diminution des fonctions respiratoires est observée [9,192,205]. Ces 
problèmes associés entraînent une diminution de l’espérance de vie des patients 
CFRD par rapport au patients FK sans problème de diabète [355]. 
II.B.3. Défaut du canal CFTR et de la sécrétion liquidienne dans 
la FK 
En 1989, la publication des équipes de Riordan, Kerem, Rommens et al a montré 
que cette pathologie était due à un défaut du gène cftr [254]. Le gène cftr de 245 
Kb possède 27 exons, qui codent pour un ARNm de 6,5 Kb, et permettent la 
synthèse d’une protéine de 1480 acides aminés [254,352]. Depuis, plus de 1800 
mutations du gène de CFTR ont été identifiées et classées en 5 catégories selon 
leurs conséquences sur le canal CFTR. 
Les mutations de classe I, comprenant G542X entre autres, empêchent la 
transcription normale du canal CFTR à cause d’un codon non-sens, d’un décalage 
du cadre de lecture ou d’un épissage erroné de l’ARNm [353]. Les conséquences 
sont dramatiques car le canal CFTR est soit tronqué, soit absent, ce qui induit un 
phénotype sévère au niveau pancréatique. 
Les mutations de classe II entraîne un défaut de maturation et de repliement de la 
protéine. La mutation ΔF508 au niveau du NBD1 fait partie des mutations de 
classe II, et a pour conséquence un grave défaut de l’adressage de la protéine 
CFTR. Cette mutation est de loin la plus répandue dans la population caucasienne. 
Dans cette classe de mutation aussi, les conséquences cliniques sont sévères au 
niveau pancréatique. 
Les mutations de classe III, dont fait partie G551D, sont en grande majorité des 
mutations du domaine NBD, entraînant un défaut dans la régulation du canal par 
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l’ATP/AMPc. Le phénotype clinique de cette classe est sévère et associé à une 
insuffisance pancréatique. 
Les mutations de classe IV, comme R117H, sont localisées au niveau du pore du 
canal, et diminuent la conductance de chlore. La régulation n’est pas affectée mais 
c’est la région du pore qui est déstabilisée. Le courant chlore n’est pas totalement 
absent mais il est très faible. Le phénotype clinique est ainsi moins sévère qu’avec 
les classes de mutations précédemment décrites. 
Les mutations de classe V dont fait partie Q1412X, regroupent les mutations, 
principalement au niveau C-terminal, qui diminuent la stabilité de la protéine. 
Cette classe est celle qui présente le moins de complications cliniques avec une 
fonction pancréatique suffisamment efficace et une fonction pulmonaire moins 
atteinte. 
L’absence ou le mauvais fonctionnement du canal CFTR entraîne une diminution 
de la sécrétion de chlore, malgré la présence de canaux CaCC du côté apical des 
cellules épithéliales [17,33,37]. Cette diminution de la sécrétion de chlore est 
associée à une diminution du liquide sécrété pour recouvrir l’épithélium des voies 
aériennes et donc à une mauvaise fonction périciliaire [36]. La conséquence est 
dramatique car ce défaut de fonction mucociliaire est associé à une accumulation 
de mucus et de bactéries, augmentant l’inflammation et les lésions. 
Malheureusement, sans cette sécrétion liquidienne, le volume de liquide 
périciliaire diminue, car de son côté, l’absorption a lieu via ENaC. Certaines 
études démontrent même que dans la FK, le canal ENaC est plus actif [14,242], 
favorisant une plus grande absorption liquidienne, et donc diminuant encore plus 
dramatiquement le volume périciliaire (figure 21). 
Ce volume périciliaire est primordial pour le bon fonctionnement du processus de 
clairance mucociliaire, car les cils des cellules ciliées nécessitent de baigner dans 
un volume d’une épaisseur d’environ 6-8 µm, afin de battre correctement. Sans ce 
mouvement synchronisé des cils, le mucus s’accumule, agglutinant les pathogènes 
et les allergènes inspirés. L’épithélium ne pouvant évacuer le mucus, l’infection 




Figure 21: schéma de cellules ciliées saine et FK. 
VPC: volume périciliaire. Figure modifiée de Bardou et al., 2008 [15]. 
 
 
II.B.4. Infections et inflammation dans la FK 
La FK est une pathologie qui présente une inflammation très importante, en partie 
à cause de l’infection omniprésente chez les patients FK (figure 22). A la 
naissance et jusqu’à l’âge adulte, plus de 40 à 50% des patients FK sont infectés 
par Staphylococcus aureus (SA). A l’âge adulte, cette infection par SA diminue 
pour être détectée chez 30% des patients. Parallèlement, c’est l’infection par 
Pseudomonas aeruginosa (PA) qui augmente. L’infection par PA touche 20% des 
enfants FK à 1 an, puis 45% environ des patients de 18 ans, pour finalement 
atteindre 60% des patients dans la trentaine. D’autres infections moins répandues 
sont aussi détectées dont l’Aspergillus (environ 20% des patients de plus de 10 
ans) [1]. Plus récemment, l’infection par Burkholeria cepacia semble émerger 




Figure 22: statistiques sur les infections des patients FK par tranches d’âge. 
Graphique issu de www.cysticfibrosis.ca [1]. 
 
Les infections chez les patients FK sont chroniques, en partie à cause de la faculté 
des bactéries, dont PA, de former des biofilms. Ces biofilms forment des coques 
de matrices qui protègent les bactéries des cellules immunitaires et des 
antibiotiques [43,128]. 
De ces infections résultent une très forte inflammation, avec la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8, qui entraînent une infiltration 
neutrophilique [136]. 
Chez les patients Fibrose Kystique, on dénombre une augmentation significative 
des cellules immunitaires au niveau des voies aériennes, particulièrement les 
neutrophiles, les lymphocytes T et les lymphocytes B [133,323]. Cette 
augmentation de la population immunitaire va entraîner une très forte sécrétion de 
cytokines inflammatoires telles que IL-8, IL-1β, TGF-β1, IL-9, TNF-α, NF-κB ou 
encore IFN-γ [182,298], par des cellules immunitaires mais aussi des cellules 
épithéliales. A l’origine, ces cytokines visent à aider l’épithélium à lutter contre 
des agresseurs tels que Pseudomonas aeruginosa par exemple, mais l’hyper-
inflammation présente dans la FK va empirer la situation en créant du stress 
oxydatif et des lésions épithéliales. 
Il est intéressant de noter que certaines études démontrent que l’inflammation peut 
survenir avant l’intervention de l’infection, et pourrait être reliée au défaut de 
transport ionique, observé dans la FK. En effet, Mall et al ont démontré que chez 
des souris sur-exprimant la sous-unité βENaC, non infectées, le profil 
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inflammatoire au niveau pulmonaire est semblable à celui observé chez des 
patients FK [181]. De plus, l’inhibition du canal CFTR, en absence d’infection, 
provoque une réponse inflammatoire chronique dans les cellules épithéliales 
[234]. 
II.B.5. Lésions, remodelage et défaut de réparation de 
l’épithélium FK 
Les voies aériennes des patients FK se caractérisent par un important remodelage, 
avec une hyperplasie des cellules basales, une hypertrophie des glandes et des 
zones lésées [66]. L’une des causes de ces lésions est l’inflammation, qui 
s’accompagne par la sécrétion de nombreuses protéases, dont l’élastase, et qui 
peut conduire à l’apparition de bronchiectasie, d’emphysème, de sur-infection et 
de lésions épithéliales [85,185,314,323]. L’infection, par exemple au 
Pseudomonas aeruginosa, participe elle aussi à la destruction de l’épithélium 
respiratoire. Les bactéries vont sécréter des exoproduits comme les élastases, qui 
vont provoquer des lésions [80]. En plus, l’infection va entraîner une infiltration 
neutrophilique, et ce sont les protéines sécrétées par les neutrophiles qui vont 
dégrader la barrière épithéliale [252]. 
En temps normal, à la suite de lésions, le processus de réparation va permettre aux 
cellules voisines de se dé-différencier, puis de migrer pour refermer la lésion, et 
ensuite de se redifférencier afin de recréer un épithélium polarisé à jonctions 
serrées [67] (figure 23). Comme je l’ai détaillé précédemment, ces processus de 
réparation sont complexes et  nécessitent entre autres, une activation de la voie 
EGF-R. Récemment, nous avons démontré au laboratoire que les canaux K+ et la 
voie EGF-R interagissent et sont primordiaux à la réparation épithéliale [314]. 
Dans la FK, les cellules épithéliales présentent des modifications au niveau de 
protéines intervenant dans la migration cellulaire, comme les voies EGF, TNF ou 
encore les MMP [185,285]. De très nombreux facteurs de croissance sont présents 
chez les patients FK, mais ceux-ci ne sont visiblement pas suffisants pour 
permettre une réparation efficace [285]. 
Nos travaux montrent qu’en plus des composantes inflammatoire et infectieuse, 
qui causent des lésions et peuvent ralentir la réparation, l’épithélium FK présente 
un défaut de réparation dont la cause intrinsèque semble, du moins en partie, être 
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liée au défaut du canal CFTR [312]. En effet les cellules FK, en lignées ou issues 
de patients FK, réparent beaucoup moins bien que les cellules non-FK [312].  
 
 
Figure 23: processus de réparation et de ré-épithélisation. 
Figure issue de Coraux et al., 2005 [66]. 
II.B.6. Rôle des canaux potassiques dans la FK 
Au laboratoire, le rôle des canaux K+ a été démontré au niveau des cellules 
bronchiques FK. En effet la modulation des canaux K+ entraîne une régulation de 
l’expression et de l’activité du canal CFTR [171]. De plus, les canaux K+ 
(KvLQT1, KATP et KCa3.1) et Cl- (CFTR) participent au contrôle du processus de 
réparation épithélial dans les cellules bronchiques FK [185,314]. Il est aussi 
intéressant de noter que l’expression des canaux K+ est diminuée dans les cellules 
FK (CuFi) par rapport aux cellules non FK (NuLi) [314]. 
 
 
Comme je viens de le décrire, les résultats du laboratoire et la littérature 
démontrent que le transport ionique joue un rôle primordial dans la physiologie 
pulmonaire. D’ailleurs certaines physiopathologies ont pour origine un problème 
du transport ionique, comme un défaut de CFTR dans la FK. La résolution de 
l’œdème liquidien pulmonaire dans le SDRA nécessite aussi un transport ionique 
efficace, en particulier l’absorption du sodium par ENaC. 
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Hypothèses de travail 
1) Rôle des canaux K+ dans la régulation du canal ENaC et 
conséquences physiologiques, au niveau de l’épithélium 
alvéolaire. 
Dans la littérature, il a été largement démontré que le canal ENaC était primordial 
dans le processus de clairance liquidienne alvéolaire, tant grâce à des études ex 
vivo, qu’in vivo [134,174]. De plus, Sakuma et al ont démontré que l’activation du 
canal KATP permettait d’augmenter la réabsorption liquidienne dans des poumons 
ex vivo, probablement via une activation du transport sodique par ENaC [271]. De 
notre côté, nous avions déjà montré que l’inhibition des canaux KvLQT1, KATP et 
KCa3.1, diminuait l’expression génique et protéique de ENaC dans des cellules 
primaires ATII de rat [171]. A partir de ces données, j’ai posé l’hypothèse que les 
canaux potassiques régulaient le canal sodique ENaC, via son promoteur, et aurait 
ainsi un impact sur le processus de clairance liquidienne. Afin de confirmer cette 
hypothèse, j’ai vérifié si cette régulation génique était due à un impact de 
l’activité des canaux potassiques, sur l’activité du promoteur de la sous-unité 
αENaC. J’ai utilisé 2 modèles cellulaires alvéolaires, les cellules humaines A549 
pour les expériences mécanistiques nécessitant des transfections, et les cellules 
ATII de rat en culture primaire, afin de vérifier l’impact des canaux potassiques 
sur ENaC et la clairance liquidienne. J’ai évalué dans ces cellules A549 et ATII si 
la modulation des canaux potassiques KvLQT1 et KATP régulait l’ARNm de 
αENaC. A la suite de ces expériences, j’ai tenté d’identifier un mécanisme 
susceptible d’expliquer comment la modification de l’activité des canaux 
potassiques pouvait affecter l’activité du promoteur de αENaC. La littérature 
indique que l’activité des canaux K+ modifie la phosphorylation des MAPK 
[118,131], et que ces MAPK régulent l’expression de ENaC [101,139,221,265]. 
J’ai donc étudié le rôle des kinases ERK1/2 et p38 MAPK, parmi d’autres 
mécanismes susceptibles de réguler le promoteur de αENaC. J’ai ensuite voulu 
évaluer l’impact physiologique d’une telle régulation dans des cellules polarisées 
et cultivées en ALi, en particulier sur leur fonction de réabsorption liquidienne. Ce 
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projet in vitro m’a permis de mieux appréhender les fondements de la régulation 
de ENaC par les canaux potassiques, et d’ouvrir vers une étude in vivo avec 
l’utilisation de souris KO pour kcnq1. 
2) Impact de l’hyperglycémie sur le transport de K+ et de 
Cl-, ainsi que sur la réparation épithéliale, dans des 
cellules bronchiques saines ou FK. 
Le transport ionique est l’une des fonctions primordiales de l’épithélium 
respiratoire, et un débalancement de ce transport, comme c’est le cas dans la 
Fibrose Kystique, a un grave impact sur de multiples paramètres. En effet, une 
perturbation du transport ionique peut influencer les transports liquidiens 
[95,198,300], la réponse inflammatoire [189] et la capacité de réparation 
épithéliale [276,313]. Comme je l’ai mentionné dans l’introduction, un défaut du 
transport de Cl- est à la base de la FK, entraînant une atteinte à l’intégrité 
épithéliale et une diminution des capacités respiratoires [266]. De plus, nous 
avons montré que le transport de Cl- et de K+ intervenait dans le processus de 
réparation épithéliale [312,314]. La littérature démontre aussi que les patients FK 
atteints de diabète (CFRD) ont un plus rapide déclin de la fonction respiratoire, 
qui s’accompagne d’un plus fort taux de morbidité et de mortalité [1,9,355]. 
Plusieurs études montrent que l’hyperglycémie, associée au diabète, diminue la 
capacité de réparation des épithéliums comme la peau et la cornée 
[103,103,302,327,337,351]. A partir de ces données j’ai émis l’hypothèse que 
l’aggravation de l’état de santé des patients CFRD pouvait être lié à l’impact de 
l’hyperglycémie sur des fonctions pulmonaires comme le transport ionique et la 
réparation épithéliale. J’ai tout d’abord évalué l’impact de l’hyperglycémie sur le 
transport ionique par des mesures de courant transépithélial en court-circuit (ISC), 
avec des lignées de cellules des voies aériennes FK (CFBE-ΔF508) et corrigées 
(CFBE-wt). Après avoir évalué le dérèglement des courants K+ et Cl-, j’ai voulu 
observer l’impact de l’hyperglycémie sur une fonction régulée par le transport de 
ces ions et primordiale au maintien de l’intégrité de l’épithélium, à savoir la 
réparation épithéliale. Deux des caractéristiques de la pathologie FK sont l’hyper-
inflammation et l’infection quasi permanentes [133,162,334,347]. J’ai donc testé 
si l’IL-8, cytokine très importante de la FK [29,59], avait un impact sur la réponse 
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à l’hyperglycémie. Pour finir, j’ai tenté d’identifier des acteurs connus de la 
migration cellulaire (MMP, intégrine β1, EGF-R) [179,280], susceptibles 
d’intervenir dans l’impact de l’hyperglycémie sur la réparation épithéliale. Pour 
cela j’ai mesuré l’influence de l’hyperglycémie sur l’activité des MMP-2 et 
MMP-9, ainsi que sur l’expression de la β1-intégrine. J’ai aussi tenté d’évaluer un 
éventuel changement dans la phosphorylation de ERK1/2 et EGF-R, car ce sont 









I. Modèles animaux et cellulaires 
I.A. Animaux  
1. Souris J800 
Pour étudier plus en profondeur le rôle du canal potassique KvLQT1, des cellules 
épithéliales de trachées ont été isolées à partir de souris KO pour kcnq1, gène 
codant pour KvLQT1 (figure 24). Les souris J800 -/- ont été créées à partir de 
cellules souches embryonnaires murines de souris 129/sv KO pour le gène kcnq1, 
est ré-inséminées dans des souris femelles C57BL/6 [48,49]. 
 
Figure 24: insertion d'une casette "PGK-Neomycine" dans le 2nd exon du gène 
kcnq1. 
Figure issue de Casimiro et al., 2001 [48]. 
 
De par l’absence de canal KvLQT1, les souris J800 -/- présentent un phénotype 
sévèrement modifié, en comparaison aux souris « sauvage » J800 +/+. Ces souris 
J800 -/- sont sourdes et présentent un phénotype shaker/waltzer, c’est-à-dire des 
troubles de l’équilibre, traduits par des tremblements et une désorientation. Au 
niveau cardiaque, un syndrome du long QT apparaît et des arythmies sont 
mesurées. Tous ces symptômes démontrent le rôle prépondérant de KvLQT1 dans 




2. Rats Sprague-Dawley 
Pour étudier le rôle des canaux potassiques dans la régulation des transports 
sodiques et liquidiens, les cellules alvéolaires de type II de rat (ATII) ont été 
isolées à partir de rats Sprague-Dawley grâce au protocole décrit dans la section 
I.B.1 et bien maitrisé au sein du laboratoire [72,74]. 
I.B. Isolation et culture de cellules primaires 
1. Isolation des cellules primaires trachéales de souris J800 
Après l’anesthésie aux barbituriques, la cage thoracique est ouverte et la trachée 
entière est prélevée. Elle est ensuite découpée longitudinalement, puis incubée 
24h à 4°C, dans du DMEM sans FBS et contenant 5% de pronase. Après ces 24h, 
les tissus cartilagineux et fibreux sont retirés afin de ne conserver que les cellules 
épithéliales. Une centrifugation permet de culotter les cellules et de se débarrasser 
du milieu contenant la pronase. Les cellules sont ensuite re-suspendues dans du 
milieu CnT17, contenant 20% de FBS, et ensemencées sur des filtres 
préalablement coatés avec de la fibronectine. Le milieu est changé toutes les 48h, 
et après deux semaines, le milieu CnT17 (avec 20% FBS) est remplacé par du 
milieu SAGM, contenant 10% de FBS, pour les trois jours précédant les mesures 
de courants en chambre de Ussing. Deux jours avant de changer en milieu SAGM, 
le milieu apical est aspiré et la culture des cellules se poursuit en interface air-
liquide (ALi) jusqu’aux mesures électrophysiologiques. 
2. Isolation des cellules primaires alvéolaires de type II (ATII) de 
rat 
Après l’anesthésie aux barbituriques, la trachéotomie et la canulation de l’artère 
pulmonaire, les poumons ont été perfusés pour éliminer les globules rouges. 
Après avoir retiré les poumons de la cage thoracique, les poumons ont été lavés 
10 fois pour éliminer les macrophages, puis ils ont été digérés avec de l’élastase. 
Après les avoir hachés finement à l’aide de ciseaux, la suspension a été filtrée puis 
les cellules alvéolaires ont été purifiées par une technique d’adhérence. Pour cela 
la suspension cellulaire a été déposée sur des pétris coatés aux IgG, qui servent à 
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lier les macrophages, puis les cellules non adhérées ont été récupérées après 45 
minutes à 37°C. Le marquage phosphatase alcaline (voir section I.B.2) avant cette 
étape des IgG montrait environ 70% de cellules ATII, alors qu’après l’étape de 
purification avec des IgG, les cellules ATII représentaient environ 85% du total 
des cellules [41]. Les cellules fraîchement isolées ont alors été cultivées dans du 
milieu MEM avec 10% de FBS, 0,08 mg/L de gentamicine, du septra (3 µg/mL 
trimethoprime + 17 µg/mL sulfamethoxazole), 0,2% de NaHCO3, 10 mM 
d’HEPES et 2 mM de L-glutamine. Après 3 jours de culture, les cellules ont été 
cultivées dans un milieu identique, sans septra (figure 25). Les protéines ou 
l’ARNm des cellules ATII ont été extraits au 4e jour au plus tard pour éviter le 
glissement phénotypique. Ce phénomène de dé-différenciation peut être estimé 
par un marquage de l’activité phosphatase alcaline à différents temps de culture. 
(Voir Annexe 2 pour les différentes solutions utilisées pour l’isolation des cellules 
ATII) 
 
Figure 25: dômes de cellules épithéliales alvéolaires. 
(A) Vue du haut et (B) vue latérale. Figure issue de Mason et al., 1982 [194]. 
3. Marquage phosphatase alcaline 
Le marquage phosphatase alcaline est utilisé pour marquer les cellules alvéolaires 
de type II car ces cellules présentent une activité phosphatase alcaline, qu’elles 
perdent en cas de dédifférenciation (figure 26). La solution de marquage à la 
phosphatase alcaline (contenant du Fast BB Blue) a été déposée sur les cellules 
ATII cultivées sur plastique, et après 1h30 d’incubation à 37°C, un contre-
marquage au Neutral Red 0,1% a été effectué pendant 3 minutes. Le Neutral Red 
a marqué les noyaux des cellules, tandis que les cellules ATII ayant une activité 





Figure 26 : activité phosphatase alcaline dans les cellules ATII de rat. 
Activité identifiée le jour de la chirurgie (J0), après l’étape de sélection par les 
IgG. Les cellules colorées en bleu présentent un marquage positif pour l’activité 
phosphatase alcaline, spécifique des cellules alvéolaires de type II. Les cellules ne 
présentant pas de marquage et colorées en rose sont probablement des cellules 
alvéolaires de type I, des cellules endothéliales ou des macrophages résiduels. 
Photographie issue de Brochiero et al., 2004 [41]. 
I.C. Culture de cellules en lignée 
1. Cellules A549 
La lignée A549 est issue d’adénocarcinome humain (numéro ATCC : CCL-185). 
Ces cellules, qui représentent un modèle de cellules alvéolaires, ont été utilisées 
pour les expériences sur la régulation de l’ARNm et du promoteur de αENaC (3e 
partie, section II). Les cellules A549 ont été cultivées dans du milieu DMEM 
(10% FBS, 2 mM L-glutamine, 0,08 mg/mL Pénicilline-Streptomycine), sans 
recouvrement matriciel (figure 27). 
4x 10x 20x 
Figure 27: photographies microscopiques de cellules A549 à 4x, 10x et 20x. 
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2. Cellules CFBE 
A l’origine, les cellules CFBE41o- sont issues d’un patient Fibrose Kystique 
homozygote ΔF508. Les cellules CFBE-ΔF508 et CFBE-WT sont des lignées de 
cellules CFBE41o- transfectées afin qu’elles surexpriment respectivement le canal 
CFTR avec la mutation ΔF508 (CFBE-ΔF508) et le CFTR sauvage (CFBE-wt). 
Ces cellules ont été utilisées pour l’étude de l’effet de l’hyperglycémie sur le 
transport ionique et la réparation épithéliale dans les cellules épithéliales 
bronchiques normales ou Fibrose Kystique (3e partie, section III). Ces cellules ont 
été cultivées dans du milieu EMEM (10% FBS, 2 mM L-glutamine, 0,08 mg/mL 
Pénicilline-Streptomycine). Les cellules cultivées sur support plastique ont 
nécessité un recouvrement avec une matrice au Purecol 1/75e (Advanced 
BioMatrix, 5005-B) (figure 28). Pour étudier l’effet de l’hyperglycémie, le milieu 
a été complété avec 20 mM de D-(+)-glucose pour la condition hyperglycémique, 
ou avec 20 mM de D-mannitol pour la condition contrôle. 
 
4x 10x 20x 





II. Biologie moléculaire et biochimie 
II.A. Transfection siRNA 
Afin d’évaluer le rôle des canaux KvLQT1 et KATP, leur extinction partielle a été 
obtenue par la transfection de siRNA, qui dégrade spécifiquement l’ARNm des 
canaux visés, limitant ainsi la biosynthèse qui en découle. 
Des cellules A549 dont la confluence variait entre 30 et 50%, ont été transfectées 
avec les siRNA, dans un milieu de culture sans FBS (OptiMEM), grâce à un agent 
de transfection, le RNAiMax (Invitrogen). Après 5h de transfection, du milieu 
DMEM + 10% FBS a été ajouté au goutte à goutte. Les ARNm ont été extraits 
après 72h pour mesurer par PCR l’expression génique, tandis que les protéines ont 
été extraites après 96h, pour mesurer par immunobuvardage l’expression 
protéique. La liste et la concentration des siRNA utilisés sont présentées dans le 
tableau 2. 
Tableau 2: liste des siRNA utilisés. 
Gène / protéine Nom du siRNA 
Concentration 
utilisée 




siKvLQT1 100 nM Invitrogen / HSS142716 
kcnj8 / Kir6.1 siKATP 50 nM Invitrogen / HSS105727 
gapdh / 
GAPDH 








50-100 nM Invitrogen / 45-2000 
 
Afin d’évaluer la qualité et l’efficacité de la transfection, un siRNA fluorescent et 
dirigé contre GAPDH (siGAPDH-Cy3) a été utilisé. Par microscopie à 
fluorescence, il a été possible d’évaluer le pourcentage de cellules transfectées dès 
24h et jusqu’à 96h (environ 80-90% à 48h, figure 29). Le niveau de l’extinction a 




Figure 29: cellules transfectées (24h) avec 50 nM de siRNA siGAPDH-Cy3. 
Photographies microscopiques (10x) en lumière visible (A) et en fluorescence (B). 
II.B. PCR et qPCR 
La méthode d’amplification par réaction en chaîne de la polymérase permet 
d’évaluer la transcription d’un gène. La technique de qPCR se distingue de la 
PCR semi-quantitative par une précision supérieure. 
II.B.1. Extraction d’ARN et RT-PCR 
Les cellules ont été lysées grâce à du TriZol, et l’ARN total a été précipité grâce à 
des centrifugations de 15 minutes à 12000 g, à 4°C, dans du chloroforme, puis de 
l’isopropanol. Après avoir rincé l’ARNm avec de l’éthanol 70% et l’avoir dosé, 
l’ADN complémentaire (ADNc) a été synthétisé grâce à la M-MLV Reverse 
Transcriptase (1h à 37°C), en présence d’oligo-dT. 
II.B.2. PCR semi-quantitatif 
A partir de l’ADNc obtenu par RT-PCR, des amplifications par PCR semi-
quantitatif sont réalisées. L’amplification se fait par l’action de la Taq 
Polymérase, en présence de dNTP et de MgCl2. Les conditions de PCR varient 
selon les amorces utilisées, la taille du fragment amplifié, etc… De manière 
générale, on procède à 3 étapes successives : une première étape à 94°C pour 
dénaturer l’ADNc, une seconde entre 57 et 62°C pour hybrider les amorces à 
l’ADNc dénaturé, une troisième à 72°C pour permettre l’élongation du nouveau 
brin neosynthétisé. Ces trois étapes forment un cycle qui sera répété entre 18 et 40 
fois selon la quantité initiale d’ADNc du gène ciblé. Les conditions de PCR de 



















Ctaaggccaaccgtgaaaag 2,5 µM 
Rat 







Agagctacgagctgcctgac 2,5 µM 
Humain 


















Gagcctgcctttatggatga 10 µM 
Rat 





















































cccatctcagaaaagagcaa 10 µM 
Rat 





















gctgatttaagggctgtcaa 10 µM 
Rat 


















gctgttcatgactgacaacg 10 µM 
Rat 







cggcgtcctgctcaacg 10 µM 
kcnn4 
(KCa3.1) 










II.B.3. PCR quantitatif en temps réel (qPCR) 
Afin de réaliser un qPCR, l’ADNc obtenu par RT-PCR (voir section II.B.1 
précédente) est dilué au 1/5e, puis l’amplification se fait par l’action d’une Taq 
Polymérase qPCR (Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG). Comme pour 
le PCR semi-quantitatif, une succession de cycles de 3 étapes a lieu. Les 3 étapes 
sont décrites dans le tableau 4, ainsi que les séquences des oligos utilisés. Le 
Rotor-Gene Q (Qiagen) effectue des lectures d’onde « Green » (source : 470 nm, 
détection : 510 nm) à chaque fin de cycle (40 cycles), ainsi que durant toutes les 
incrémentations de 1°C de la phase « Elongation incrémentée ». 
Tableau 4: conditions de qPCR utilisées. 
Gène 
(Protéine) 














Dénaturation initiale : 
10 min à 95°C 
Cycles (40 fois) : 
10 sec à 95°C 
15 sec à 58°C 
20 sec à 72°C (lecture 
Green) 
Elongation 
incrémentée : 72° à 95°C 
avec +1°C et lecture 
Green toutes les 5 sec 
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II.C. Immunobuvardage (Western Blot) 
II.C.1. Extraction de protéines et dosage protéique 
Un tampon d’extraction protéique a été déposé sur les cellules (voir Annexe 3 
pour les différents tampons d’extraction protéique), qui ont ainsi été lysées. Le 
lysat cellulaire a été transféré dans un eppendorf, et après 30 minutes sur glace, le 
lysat a été centrifugé à 10 000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant a été 
récupéré et les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford. 
II.C.2. Immunobuvardage 
Le lysat protéique a été dénaturé à 95°C dans un tampon contenant du β-
mercapto-éthanol, puis les protéines ont migré à travers un gel de migration SDS-
PAGE de 7,5%, à 110V pendant environ 2h. Les protéines ont ensuite été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Protran, Whatman, 10401396) à 
90V pendant 1h30 à 2h. Puis la membrane a été bloquée avec une solution de 
TBST + 10% de lait ou 4% de BSA, pendant 2h à température pièce 
[171,185,313]. La membrane a été incubée dans une solution de TBST avec un 
anticorps primaire à 4°C toute la nuit pour les protéines phosphorylées ou 
température pièce pendant une heure pour les autres (voir tableau 5). 
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Poids de la 
bande 
Compagnie / numéro de 
catalogue 
β-Actine 1:3000 Anti-mouse 42 kDa Cell Signaling, 3700  
EGF 1:500 Anti-goat 10 kDa 
Santa Cruz Biotechnology, 
sc-1343 
EGFR 1:250 Anti-rabbit 180-250 kDa Cell Signaling, 2232 
Phospho-EGFR 
(Y845) 
1:250 Anti-rabbit 180-250 kDa Cell Signaling, 2231 
P38 1:1000 Anti-rabbit 38 kDa Cell Signaling, 9212 
Phospho-p38 1:1000 Anti-rabbit 38 kDa Cell Signaling, 9211S 
ERK1/2 1:1000 Anti-rabbit 41-42 kDa Cell Signaling, 4695 
Phospho-
ERK1/2 
1:1000 Anti-rabbit 41-42 kDa Cell Signaling, 9101S 
ENaC 1:1000 Anti-rabbit 85 kDa 
Affinity Bioreagents, PA1-
920 
KvLQT1 1:1000 Anti-goat 75 kDa 
Santa Cruz Biotechnology, 
sc-10645 
Kir6.1 1:200 Anti-goat 54 kDa 
Santa Cruz Biotechnology, 
sc-11224 
IL-8 1:500 Anti-mouse 20 kDa R&D Systems, AB-208-NA 
GAPDH 1 :1000 Anti-mouse 38 kDa Chemicon, mab-374 
Β1-intégrine 
(CD29) 
1:5000 Anti-mouse 180 kDa BD Transduct Lab, 610467 
 
Après 3 rinçages de 10 minutes à température pièce avec du TBST, la membrane a 
été incubée pendant 1h à température pièce dans du TSBT contenant l’anticorps 
secondaire (voir tableau 6). 
Tableau 6: liste des anticorps secondaires et des dilutions utilisées. 
Cibles Dilution Compagnie / numéro de catalogue 
Anti-goat 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, sc-2020 
Anti-rabbit 1:2000 Cell Signaling, 7074 




Après 3 autres rinçages de 10 minutes à température pièce avec du TBST, la 
révélation a été faite avec un kit de détection ECL PLUS (Amersham) et la 
membrane a été scannée avec l’imageur XRS+ (Biorad). (Voir l’Annexe 4 pour 
les solutions utilisées pendant le Western Blot). 
II.D. Zymographie 
La zymographie est une technique qui permet de visualiser la dégradation d’un gel 
contenant des protéines de la matrice extracellulaire, et donc d’évaluer l’activité 
des métalloprotéinases (MMP) (voir tableau 7). Après avoir cultivé les cellules en 
condition « contrôle », « haut glucose » ou « haut mannitol », le milieu surnageant 
des cellules a été récupéré. Ces échantillons non dénaturés ont migré à travers un 
gel SDS-PAGE de 6.5% contenant 1% de gélatine (Sigma, G2500-100 g), à 110V 
pendant environ 2h. Après la migration, le gel a été rincé avec la solution de 
lavage (Triton X-100 dilué au 1/50e), deux fois 30 minutes, puis incubé dans la 
solution d’incubation (50 mM de Tris, 5 mM de CaCl2, Triton X-100 1/1000e, pH 
7,6 avec HCl) toute la nuit, à 37°C. Le lendemain, le gel a été coloré avec la 
solution de coloration (Bleu de Coomassie R250 (1 mg/mL), méthanol 40%, acide 
acétique 10%) pendant 30 minutes sous agitation lente à température pièce. 
Ensuite il a été décoloré avec une solution contenant 10% d’acide acétique et 20% 
de méthanol, pendant 30 minutes sous agitation lente à température pièce, puis 
une seconde fois toute la nuit. Le troisième jour, la solution de décoloration a été 
remplacée par la solution de conservation (acide acétique 10% et glycérol 5%) 
pendant 30 minutes sous agitation lente à température pièce. Le gel a été séché 
jusqu’au lendemain, entre deux membranes de cellophane hydrophobe, tendues à 
travers un cadre [185]. Voir la figure 30 qui résume les différentes étapes de 





Figure 30: schéma de l'expérience de zymographie. 
Tableau 7: liste des MMP détectables par zymographie. 
Protéine de la matrice digérée Activité MMP Poids de la bande digérée
proMMP1 51-53 kDa 
MMP1 42-44 kDa 
proMMP2 72 kDa 
MMP2 62-64 kDa 
proMMP8 50 kDa 
MMP8 40 kDa 
proMMP9 92 kDa 
Gélatine 
MMP9 82-86 kDa 
proMMP3 57 kDa 
MMP3 45 kDa 
proMMP7 72 kDa 
MMP7 19 kDa 
proMMP11 52-58 kDa 
MMP11 27-28 kDa 
proMMP12 54 kDa 
Caséine 
MMP12 29 kDa 
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II.E. Transfection plasmidique 
II.E.1. Plasmides 
Les deux constructions plasmidiques (pSV40-Renilla luciférase et pαENaC-
Firefly luciférase (2,9kb)) qui ont été utilisées, nous ont été gracieusement 
fournies par les Dr André Dagenais et Yves Berthiaume (figure 31). L’expression 
de la Renilla luciférase est sous le contrôle du promoteur de SV40, ce qui permet 
une expression constitutivement forte et indépendante des traitements. 
L’expression de la Firefly luciférase est sous le contrôle du promoteur de αENaC 
murin [73] (figure 32).  
 
Figure 31: représentation des constructions plasmidiques pour la Renilla 
luciférase (A) et pour la Firefly luciférase (B). 
Figure issue de Dagenais et al., 2006 [73]. 
 
 
Figure 32: séquence 5' UTR du promoteur αENaC utilisé. 
Figure créée à partir des données issues de Dagenais et al., 2001 [72]. 
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II.E.2. Culture bactérienne et préparation plasmidique 
Afin d’amplifier les plasmides désirés, il a été nécessaire de cultiver des bactéries 
contenant ces plasmides. Des bactéries Escherichia coli préalablement 
transformées avec les constructions ont été cultivées sur des géloses de milieu LB-
Agar, avec une concentration d’Ampicilline de 100 µg/mL. Afin de purifier les 
plasmides synthétisés par les bactéries, une Maxiprep (GenElute Endotoxin-Free 
Maxiprep Plasmid Purification Kit de Sigma, PLEX-15) a été réalisée. Après 
avoir lysé les bactéries et neutralisé les endotoxines, le lysat bactérien est passé à 
travers une colonne qui va retenir l’ADN plasmidique. Les plasmides ont été 
récupérés par élution dans de l’eau à 65°C, après précipitation grâce à 
l’isopropanol contenant 10% d’acétate de sodium. 
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II.E.3. Transfection des plasmides et test d’activité luciférase 
Les cellules A549 à 60-80% de confluence ont été transfectées dans du milieu 
sans FBS (OptiMEM) avec du Fugene HD (Roche) dans les proportions 
suivantes : 1,5 µL Fugene HD + 800 pg pSV40 + 500 ng pαENaC (valeurs pour 
environ 150.000 cellules). Après 6h de transfection, le milieu a été remplacé par 
du milieu de culture normal (DMEM + 10% FBS), contenant ou non les agents 
pharmacologiques désirés (modulateurs des canaux potassiques, inhibiteurs des 
MAPK…). 24h après les traitements, les cellules ont été lysées et les lysats ont été 
mis en présence des substrats respectifs des luciférases (LAR II pour la Firefly 
luciférase et S&G pour la Renilla luciférase). Lorsque ces substrats sont dégradés, 
ils émettent de la luminescence, ce qui permet d’évaluer l’activité des luciférases 
(Firefly luciférase et Renilla luciférase), proportionnelle à l’activité des 
promoteurs qui régulent leur biosynthèse (la figure 33 résume les différentes 
étapes de mesure de luminescence). 
L’activité du promoteur de αENaC a été évaluée avec la formule suivante : 
(activité Firefly luciférase) / (activité Renilla luciférase) = activité du promoteur 
de αENaC 
 
Figure 33: schéma des lectures de luminescence. 




III. Transports ioniques et liquidiens 
III.A. Clairance liquidienne in vitro 
Pour cette expérience, des cellules alvéolaires de type II de rat (isolation décrite 
dans la section I.B.1) ont été ensemencées sur des filtres perméants de 4,67 cm² de 
surface, et cultivées durant les deux premiers jours en interface liquide-liquide, 
puis la journée précédente l’expérience en air-liquide. Du Dextran-FITC (Sigma 
FD150S, 150 kDa) a alors été ajouté du côté apical. Le Dextran-FITC sert de 
marqueur pour la clairance car sa taille ne lui permet pas de passer au travers de la 
monocouche cellulaire confluente, ainsi sa concentration variera en fonction du 
volume de liquide présent du côté apical (voir Figure 34). En mesurant la 
concentration de Dextran-FITC au temps 0 puis après 24h d’incubation à 37°C en 
chambre humide, le volume de liquide qui a été réabsorbé par l’épithélium a été 
déterminé par la formule suivante : 
( 1 - [FITC (t0)] / [FITC (t24h)] ) x  Vol initial apical / ( 100 x surface x temps) 
La concentration de Dextran-FITC a été mesurée par fluorescence avec une 
longueur d’onde d’excitation de 490 nm et une longueur d’onde d’émission de 
520 nm. 
 




III.B. Mesures de courants de court-circuit en chambre 
de Ussing 
Pour l’étude de l’effet de l’hyperglycémie sur le transport ionique dans le Diabète 
en Fibrose Kystique, des mesures de courants en court-circuit en chambre de 
Ussing ont été réalisées sur des lignées de cellules bronchiques humaines CFBE-
ΔF508 et des CFBE-WT. Ces cellules CFBE ont été cultivées entre 10 et 21 jours 
en interface air-liquide (ALi) afin de former un épithélium avec des jonctions 
serrées, en présence ou non de 25 mM de glucose pendant une durée variable, afin 
de mimer l’hyperglycémie. Les cellules sur filtre ont été placées dans le système 
de Ussing, où elles ont baigné dans une solution à 37°C (figure 35), et le potentiel 
transmembranaire a été mesuré avec un Powerlab System (ADInstrument) via des 
électrode Ag-AgCl. La différence de potentiel a été clampée à 0mV, avec un 
amplificateur voltage-clamp (VCCMC2, Physiological Instruments). Ensuite un 
pulse de 1 mV durant 1 seconde, toutes les 10 secondes, a été appliqué afin de 
déterminer la résistance (R), et le courant de court-circuit transépithélial (ISC) a été 
mesuré [170,171]. 
 
Figure 35: schéma du fonctionnement du système de Ussing. 
Le système est composé de 2 chambres (basolatérale et apicale), de 2 électrodes 





Des variations de courants ont été obtenues par l’application de modulateurs des 
canaux ioniques (voir tableau 9). Afin d’étudier plus finement le transport ionique 
de la face apicale ou de la face basolatérale, les monocouches cellulaires ont été 
ou non perméabilisées du côté apical ou basolatéral, avec 7,5 µM 
d’Amphotéricine B (Sigma A2411) ; et un gradient ionique (chlore, sodium, 
potassium) a été ou non appliqué (voir tableau 8 et Figure 36). Cela a permit de 
créer un environnement favorable aux mesures de courants de court-circuit 
spécifiques d’une membrane ou de l’autre (apicale ou basolatérale), et d’un 
transport ionique particulier (chlore ou potassium) et non global. 
 
 
Tableau 8: compositions des solutions pour les mesures de courants en 
chambres de Ussing. 
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Figure 36: différentes conditions de mesures de courants en chambre de 
Ussing. 
Schéma d’une cellule pour les mesures de Ussing (A) en condition intacte, (B) 
avec la face apicale perméabilisée, (C) avec la face basolatérale perméabilisée. 
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Tableau 9: liste des modulateurs de canaux ioniques utilisés dans les mesures 
de courants Isc de court-circuit. 
Effet sur les canaux Composés et concentrations Côté apical ou basolatéral 
Stimulation de CFTR 
Forskoline (10 µM) 
+ IBMX (100 µM) 
Apical 
Inhibition de CFTR CFTRinh172 (20 µM) Apical 
Activation de CaCC UTP (100 µM) Apical 
Inhibition de ENaC Amiloride (1 à 10 µM) Apical 
Activation de KCa3.1
(apical ou basolatéral) 
1-EBIO (1 mM) Apical ou basolatéral 
Inhibition de KCa3.1
(apical ou basolatéral) 
Tram34 (5 µM) Apical ou basolatéral 
Inhibition de KvLQT1 
Clofilium (5 à 100 µM) ou 
Chromanol 293B (20 µM) 
Basolatéral 




IV. Plaies mécaniques (essai de « wound-
healing ») 
Pour mesurer l’effet de l’hyperglycémie sur le processus de réparation épithéliale 
dans la CFRD, la méthode de plaies mécaniques (wound-healing) a été utilisée. 
Les cellules ont été cultivées jusqu’à atteindre la confluence, puis le tapis 
cellulaire a été lésé avec une pointe de pipette de 10 µL (figure 37), afin de 
provoquer un processus de réparation cellulaire, qui met en jeu les phénomènes de 
prolifération et de migration cellulaires [313,314]. Le processus de réparation des 
plaies a été suivi pendant 6 à 24h selon les conditions. A la fin de la réparation, les 
cellules ont été fixées avec une solution de fixation : para-formaldéhyde / acétone 
[4% para-formaldéhyde (wt/vol), 0.02% Na2HPO4 (wt/vol), 0.1% KH2PO4 
(wt/vol), 45% acétone (vol/vol), pH 6.6]. 
Les photos ont été prises sous microscope avec un objectif 4X, en plus d’un 
oculaire 10X, et elles ont été analysées avec le logiciel ImageJ. La vitesse de 
réparation des plaies a été analysée en comparant la surface d’une plaie (zone sans 
cellule) au début et à la fin de l’expérience, et en appliquant la formule suivante : 
Vitesse de réparation en µm²/h = [ (surface finale en µm²) – (surface initiale en 
µm²) ] / temps en heure 
L’analyse en vitesse de réparation plutôt qu’en pourcentage de réparation permet 
de s’affranchir de la variabilité de largeur des plaies. 
Photo à T0 Photo après 6h 
de réparation 
 








Le nombre de n, correspondant au nombre d’échantillons utilisés pour calculer la 
moyenne, l’écart-type standard et la significativité, a été indiqué pour chaque 
expérience. 
La moyenne a été calculée par la formule :  
 
La SEM a été calculée grâce à l’écart-type (ET), calculé par la formule : 
 
SEM = ET / √(n) 
La significativité a été définie : 
1) par la méthode d’Anova T-Test isolée pour les expériences où l’on a 
comparé un échantillon à un contrôle normalisé fixé à 100%, 
2) par la méthode d’Anova T-Test pairée pour les expériences où l’on a 










I. Expression des canaux K+ dans l’épithélium 
respiratoire 
Comme je l’ai décrit plus tôt (voir l’introduction, section I.C.2.d), il a été détecté 
plus d’une trentaine de canaux potassiques au niveau pulmonaire, que ce soit au 
niveau génique, protéique ou fonctionnel (Publications en annexes 3 et 4). 
Durant mon projet, je me suis concentré sur 4 canaux potassiques : KCa3.1, 
BKCa, et surtout KvLQT1 et KATP. En effet ces deux canaux, KvLQT1 et KATP, 
sont responsables de près de 60 et 40% du courant potassique basolatéral de base 
respectivement, au niveau de l’épithélium respiratoire en culture. Les canaux 
KCa3.1 et BKCa sont capables de transporter du potassium mais nécessitent pour 
cela une activation bien spécifique, suite à un signal calcique par exemple. 
I.A. Les canaux K+ dans les voies aériennes 
supérieures 
Au laboratoire, les canaux potassiques KvLQT1, KATP (Kir6.1 + SUR2B) et 
KCa3.1 ont été détectés au niveau génique et protéique (Figure 38), et au niveau 
fonctionnel (voir section III.A, Figures 56A et 57A) dans des cellules de 
bronches humaines NuLi et CFBE. 
 
Figure 38: expression génique (A) et protéique (B) des canaux KvLQT1, KATP 
et KCa3.1 dans les cellules bronchiques humaines NuLi. 
M : marqueurs. Gel représentatif des produits de PCR semi-quantitatif des gènes 
kcnq1, kcnj8 et kcnn4 (A). Immunobuvardages représentatifs des canaux 
KvLQT1, Kir6.1 et KCa3.1 (B). Figure issue de Trinh et al., 2008 [314]. 
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I.B. Les canaux K+ dans les voies aériennes distales 
Au niveau alvéolaire, les expressions génique et protéique des canaux potassiques 
KvLQT1 et KATP ont été détectées dans les cellules A549 (Figures 39A) et ATII 
(Figure 39B) [170,171]. Des courants KvLQT1, KATP et KCa3.1 ont également 
été détectés dans des cellules ATII [170,171]. 
 
Figure 39: expression génique (A) et protéique (B) de KvLQT1 et KATP dans 
les cellules alvéolaires humaines A549. 
Gel représentatif des produits de PCR semi-quantitatif des gènes kcnq1 et kcnj8 




II. Implication des canaux K+ dans la régulation 
du canal ENaC et dans la clairance 
liquidienne alvéolaire 
Les résultats de cette partie II ont été publiés en 2012 dans un article du 
journal BBA Biomembranes (Annexe 1). 
 
Comme il a été décrit dans la section I.C.2.a de l’introduction, le canal sodique 
ENaC est présent à la face apicale des cellules alvéolaires où il joue un rôle dans 
la réabsorption du sodium et ainsi régule le phénomène de clairance liquidienne 
alvéolaire. Au niveau des voies aériennes supérieures, ce canal ENaC est aussi 
présent et participe à la régulation du transport liquidien transépithélial et de la 
clairance mucociliaire. 
Une partie de mon projet de doctorat a été d’étudier le rôle des canaux K+ dans le 
contrôle du canal ENaC au niveau alvéolaire. En effet, les canaux potassiques ont 
pour principal rôle le contrôle du potentiel de membrane. Dans une étude 
préalable du laboratoire, nous avons montré que l’inhibition de KvLQT1 et de 
KATP dans des cellules primaires ATII de rat, entraînait une diminution de 
l’expression génique de αENaC [171]. Deux hypothèses avaient été émises : i) la 
possibilité d’une régulation de la stabilité de l’ARNm de αENaC, ii) l’éventualité 
d’une régulation du promoteur de αENaC. C’est cette seconde hypothèse que j’ai 
voulu tester. J’ai donc d’abord étudié l’impact des canaux K+ sur l’activité du 
promoteur de αENaC, puis sur l’expression génique et protéique de ENaC. J’ai 
ensuite essayé de comprendre par quel mécanisme intervenait ce lien de 
régulation. Pour finir j’ai évalué le rôle de ENaC et des canaux K+ dans le 
phénomène de clairance liquidienne alvéolaire. 
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II.A. Régulation du promoteur αENaC par les canaux 
K+ (KvLQT1 et KATP) dans les cellules épithéliales 
alvéolaires humaines A549 
Pour mesurer l’impact de la modulation des canaux potassiques sur le promoteur 
de αENaC, les cellules A549 ont été transfectées avec les constructions 
plasmidiques contenant les gènes codant pour la Firefly et la Renilla luciférases, 
sous contrôle respectif des promoteurs de αENaC et de SV40. (Matériel et 
Méthodes). 
J’ai ainsi pu déterminer que l’activation du promoteur de αENaC varie 
progressivement en fonction de l’activation du canal KvLQT1 ou du canal KATP, 
en utilisant des concentrations croissantes de R-L3 (activateur du KvLQT1) ou de 
pinacidil (activateur du KATP) administrées sur 24h. Pour 4 µM de R-L3 l’activité 
du promoteur est augmentée de 1,6 fois, et de 2,2 fois en présence de 10 µM de R-
L3 (Figure 40A). En activant le canal KATP avec 10 µM ou 100 µM de pinacidil, 
l’augmentation de l’activité du promoteur est de 1,3 fois ou de 1,5 fois 
respectivement (Figure 40B). 
Une régulation du promoteur est aussi observée lorsque l’on inhibe le canal KATP 
avec du glibenclamide. J’ai noté que l’inhibition du promoteur est identique 
(environ 30%) avec 50 µM de glibenclamide seul ou avec une combinaison de 50 





Figure 40: impact de la modulation des canaux K+ sur l'activité du 
promoteur de αENaC. 
Les cellules A549 ont été transfectées avec une construction plasmidique 
contenant le gène codant pour la luciférase, sous contrôle du promoteur de 
αENaC. Quantification de l’activité du promoteur de αENaC dépendamment de la 
concentration de R-L3 (A), de pinacidil (B) et quantification de l’activité du 
promoteur (C) suite aux inhibitions de KATP (50 µM glibenclamide) et de 




II.B. Régulations transcriptionnelle et protéique du 
canal ENaC par les canaux K+ 
II.B.1. Régulation transcriptionnelle de αENaC par les canaux 
K+ dans les cellules A549 
Les régulations transcriptionnelles des sous-unités α, β et γENaC ont été mesurées 
dans les cellules A549 (uniquement αENaC) et les cellules primaires ATII de rat, 
suite à la modulation des canaux K+. 
II.B.1.1. Impact des canaux KvLQT1 et KATP sur l’expression 
génique de ENaC 
L’expression génique de αENaC a été mesurée par PCR semi-quantitatif, dans des 
cellules A549 cultivées 24 heures en présence des modulateurs des canaux K+. 
Une application de 4 µM de R-L3, activateur de KvLQT1, ou de 100 µM de 
pinacidil, activateur de KATP, a permis d’observer des augmentations respectives 
de 22,2 ± 6,5% et 34,4 ± 4% de l’ARNm de αENaC. 
En combinant R-L3 et pinacidil, nous n’avons pas observé d’effet additif. Avec 50 
µM de glibenclamide, inhibiteur de KATP, ou 5 µM de clofilium, inhibiteur de 
KvLQT1, les diminutions respectives de l’ARNm de αENaC ont été de 36 ± 6% 
et de 29,2 ± 3,7%. Toutefois, en combinant glibenclamide et clofilium, 
l’inhibition n’est pas amplifiée (Figure 41). Ces premiers résultats montrent donc 
que la modulation des canaux KvLQT1 et KATP régule l’activité du promoteur de 





Figure 41: impact de la modulation des canaux K+ sur l'expression génique 
de αENaC. 
Les cellules A549 ont été cultivées 24h en présence des modulateurs des canaux 
K+ (Pina: pinacidil, RL: R-L3, clofi: clofilium, glib: glibenclamide). Gel 
représentatif (A) et quantification de l’expression de l’ARNm de αENaC (B), 
normalisée par l’expression de l’ARNm de la β-actine, et représentée en % du 
contrôle. 
 
II.B.1.2. Impact du canal BKCa sur l’ARNm de ENaC 
Le canal BKCa ne semble pas jouer un rôle prépondérant dans le transport 
potassique des cellules alvéolaires ATII de rat dans des conditions de base, mais il 
présente néanmoins une importante conductance potassique dans les cellules 
A549 [253]. J’ai donc voulu évaluer l’impact de BKCa sur l’expression génique 
de αENaC dans les cellules A549. Par conséquent les cellules A549 ont été 
traitées 24 heures avec 100 nM d’ibériotoxine, un inhibiteur de BKCa, puis 
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l’expression de l’ARNm de αENaC a été mesurée par PCR semi-quantitatif. 
Aucune variation n’ayant été observée (Figure 42), le rôle du canal BKCa dans la 
régulation du canal ENaC n’a pas été approfondi dans cette étude. 
 
Figure 42: impact de l'inhibition de BKCa sur l'expression génique de 
αENaC. 
Les cellules A549 ont été cultivées 24h en présence de l’inhibiteur de BKCa 
(ibério: ibériotoxine). Gel représentatif (A) et quantification de l’expression de 
l’ARNm de αENaC (B), normalisée par l’expression de l’ARNm de la β-actine, et 
représentée en % du contrôle. 
 
II.B.1.3. Impact de l’extinction des canaux KvLQT1 et KATP par des 
siRNA, sur l’ARNm de ENaC 
Les modulateurs pharmacologiques présentant parfois certains inconvénients dus 
à leur manque de spécificité, j’ai ensuite mesuré la variation d’expression de 
l’ARNm de αENaC lorsque les cellules A549 sont traitées avec des siRNA dirigés 
contre KvLQT1 et KATP. J’ai d’abord vérifié l’efficacité des siRNA en mesurant 
leurs effets sur l’ARNm de KvLQT1 (diminution de 60%) et de KATP (diminution 
de 60%) (Figure 43A et B). Ensuite j’ai mesuré l’impact de cette extinction 
partielle de KvLQT1 et de KATP sur l’expression génique de αENaC. Une 
diminution de 71 ± 9% de l’ARNm de αENaC est observée en présence des 
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siRNA de KvLQT1, tandis que l’extinction partielle de KATP entraîne une 
inhibition de 65 ± 10% de l’ARNm de αENaC (Figure 43C). Ces résultats 
confirment donc le lien entre les canaux K+ et la régulation génique de ENaC.  
 
 
Figure 43: impact de l'extinction de KvLQT1 et KATP sur l'expression 
génique de αENaC. 
Les cellules A549 ont été transfectées pendant 72h avec des siRNA dirigés contre 
KvLQT1 et KATP. Quantification des ARNm respectifs de ces canaux mesurés par 
PCR semi-quantitatif (A, B) et quantification de l’ARNm de αENaC par PCR 
semi-quantitatif (C). Quantifications normalisées par l’expression de l’ARNm de 




II.B.2. Impact de la modulation de KvLQT1 et KATP sur l’ARNm 
de ENaC dans les cellules ATII  
L’impact des modulateurs des canaux K+ a aussi été mesuré sur des cellules 
alvéolaires primaires ATII de rat, polarisées et cultivées sur filtre en interface air-
liquide (ALi). Cette fois-ci les variations de niveaux d’ARNm de α, β et γENaC 
ont été mesurés par PCR quantitatif en temps réel. J’ai aussi observé que 
l’activation simultanée de KATP et KvLQT1 par l’application combinée de 100 
µM de pinacidil et de 4 µM de R-L3 conduit à une augmentation de 59 ± 13% de 
l’ARNm de αENaC, de 14 ± 12% de βENaC et de 33 ± 16% de γENaC. A 
l’inverse, l’inhibition de KATP (100 µM de glibenclamide) et KvLQT1 (25 µM de 
clofilium) pendant 24h, entraîne une chute draconienne du niveau génique de 
αENaC à 4 ± 2%, de βENaC à 1 ± 1% et de γENaC à 3 ± 1% par rapport à la 
condition contrôle. Lorsque l’on diminue la dose d’inhibiteurs à 5 µM de 
clofilium et 50 µM de glibenclamide, le niveau génique reste très fortement 
diminué à 8 ± 4% pour αENaC, 7 ± 4% pour βENaC et 10 ± 5% pour γENaC 
comparé à des filtres non traités (Figure 44). Ces résultats confortent notre 





Figure 44: impact de la modulation des canaux K+ sur l'expression génique 
de α, β et γENaC dans les ATII. 
Les cellules ATII cultivées en ALi ont été traitées pendant 24h avec des 
modulateurs des canaux K+ (clofi: clofilium, glib: glibenclamide, pina: pinacidil, 
R-L3), et les ARNm  de α, β et γENaC ont été mesurés par PCR quantitatif. 
 
En résumé, des changements de l’activité des canaux potassiques KvLQT1 et 
KATP entraînent une régulation de l’expression de l’ARNm de ENaC aussi bien 
dans les cellules humaines en lignée A549 que dans les cellules en culture 
primaire ATII de rat. 
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II.C. Hypothèses sur les mécanismes mis en jeu dans la 
régulation de ENaC par les canaux K+ 
Suite à ces résultats, j’ai voulu déterminer quels seraient les mécanismes par 
lesquels l’expression génique et l’activité du promoteur de αENaC étaient 
régulées, lors de la modulation des canaux K+. 
II.C.1. Effet du calcium intracellulaire sur l’activation du 
promoteur de αENaC par les canaux K+  
Le promoteur de αENaC comprend de nombreux sites de liaison pour des facteurs 
de transcription, dont celui pour AP-1, facteur de transcription régulé par le 
calcium intracellulaire (figure 32 - carte du promoteur). Afin de déterminer si la 
régulation du promoteur de αENaC par la modulation des canaux K+ dépend d’un 
signal calcique, les cellules ont été traitées avec du BAPTA-AM, un chélateur de 
Ca2+. 
Après avoir été transfectées avec le plasmide contenant le promoteur de αENaC, 
les cellules A549 ont été prétraitées 1 heure avec 15 µM de BAPTA-AM, puis 
traitées 24 heures avec les modulateurs des canaux K+, toujours en présence de 15 
µM de BAPTA-AM, comme présenté dans la figure 45. La régulation de 
l’activité du promoteur de αENaC par les traitements avec les modulateurs des 
canaux K+ n’a pas été modifiée par la présence de 15 µM de BAPTA-AM. Cette 
expérience, si elle n’a pas pu prouver le rôle du calcium intracellulaire dans la 
régulation du promoteur de αENaC par les canaux K+, ne permet cependant pas de 




Figure 45: impact de la modulation des canaux K+ sur l’activité du 
promoteur de αENaC, en présence de BAPTA-AM. 
Les cellules A549 ont été transfectées avec une construction plasmidique 
contenant le gène codant pour la luciférase, sous contrôle du promoteur de 
αENaC. Quantification de l’activité du promoteur de αENaC en présence ou non 




II.C.2. Rôle de ERK1/2 et de p38 MAPK dans l’activation du 
promoteur de αENaC par les canaux K+ 
Sachant que l’activité du promoteur de αENaC peut être modulée par les MAPK 
ERK1/2 et p38 [101,139,167,216,329], et que ces mêmes MAPK peuvent être 
régulées par les canaux Kv et KATP [132], cette voie de signalisation a été étudiée. 
L’inhibition de la voie ERK1/2 par 20 µM de PD98059 et l’inhibition de p38 
MAPK par 25 µM de SB203580 entraînent respectivement une augmentation de 
l’activité du promoteur de αENaC de 1,57 et 1,36 fois. En combinant l’inhibition 
des deux voies MAPK, l’activité du promoteur est augmentée par 2,27 fois 
(Figure 46, colonnes 2, 3 et 4). Ces résultats confirment le rôle répressif de ces 
MAPK dans la régulation du promoteur de αENaC. J’ai pu ensuite montrer qu’en 
bloquant la voie ERK1/2 et la voie p38 MAPK, l’effet de l’inhibition de KATP et 
KvLQT1 sur l’activité du promoteur de αENaC, est réversé (Figure 46, colonnes 
5 et 6). 
 
Figure 46: impact de l’inhibition des canaux K+ sur l'activité du promoteur 
de αENaC, en présence des inhibiteurs de ERK1/2 et p38 MAPK. 
Les cellules A549 ont été transfectées avec une construction plasmidique 
contenant le gène codant pour la luciférase, sous contrôle du promoteur de 
αENaC. Quantification de l’activité du promoteur de αENaC en présence ou non 





Ces résultats permettent de conclure que les canaux K+ et les voies MAPK entrent 
dans la régulation du promoteur de αENaC, mais il pourrait néanmoins s’agir de 
deux voies parallèles. Afin de s’assurer qu’un lien existe, j’ai évalué l’activité des 
MAPK après modulation des canaux K+, en mesurant les phosphorylations de 
ERK1/2 et de p38. Les cellules A549 ont donc été traitées avec une combinaison 
de 25 µM de clofilium et 100 µM de glibenclamide et après 15, 45 et 180 minutes 
de traitement, les protéines ont été extraites, puis le niveau de phosphorylation de 
p38 MAPK a été mesurée par immunobuvardage. Aucune variation de la 
phosphorylation de p38 MAPK n’est observée à ces temps de traitement (Figure 
47), suggérant que p38 MAPK et les canaux K+ régulent le promoteur de αENaC 
par 2 voies distinctes parallèles. 
 
 
Figure 47: impact de l'inhibition des canaux K+ sur la phosphorylation de 
p38 MAPK. 
Les cellules A549 ont été cultivées 15, 45 ou 180 minutes en présence de 25 µM 
de clofilium et 100 µM de glibenclamide. Niveaux représentatifs de la 
phosphorylation de p38 et p-p38 MAPK (A). Quantification de l’activité de p38 




En revanche, cette combinaison de clofilium et de glibenclamide induit une forte 
et durable activation de ERK1/2 entre 15 et 180 minutes de traitement. 
L’augmentation de l’activation de ERK1/2 est de 1,8 fois après 15 minutes, et de 
2,4 fois à 45 et 180 minutes (Figure 48). Ces résultats suggèrent que la régulation 
du promoteur de αENaC par les canaux potassiques pourrait être due, au moins 
partiellement, à une régulation de ERK1/2 par ces canaux potassiques. 
 
 
Figure 48: impact de l'inhibition des canaux K+ sur la phosphorylation de 
ERK1/2 dans les cellules A549. 
Les cellules alvéolaires humaines A549 ont été cultivées 15, 45 ou 180 minutes en 
présence de 25 µM de clofilium et 100 µM de glibenclamide (inh.). Niveaux 
représentatifs de la phosphorylation de ERK1/2 (A). Quantification de l’activité 
de ERK1/2 (ratio pERK1/2 / ERK1/2) lors de l’inhibition des canaux K+ dans les 





Pour appuyer nos conclusions sur le rôle de ERK1/2 dans cette régulation de 
ENaC par les canaux K+, j’ai voulu vérifier mes résultats dans des cellules 
primaires. Les cellules ATII de rat ont donc été cultivées sur filtres, et traitées 
avec une combinaison de 25 µM de clofilium et de 100 µM de glibenclamide. 
Après 15, 45 et 180 minutes de traitement, les protéines ont été extraites et le 
niveau de phosphorylation de ERK1/2 a été mesurée par immunobuvardage. De 
manière assez similaire aux cellules A549, une augmentation de l’activation de 
ERK1/2 est mesurée aux temps 15 et 45 minutes (252 ± 68%, 217 ± 33%). En 
revanche, l’activation semble être plus transitoire car l’augmentation de la 
phosphorylation n’est plus significative à 3 heures (173 ± 50%) (Figure 49). 
 
 
Figure 49: impact de l'inhibition des canaux K+ sur la phosphorylation de 
ERK1/2 dans les cellules ATII. 
Les cellules alvéolaires ATII de rat ont été cultivées 15, 45 ou 180 minutes en 
présence de 25 µM de clofilium et 100 µM de glibenclamide (inh.). Niveaux 
représentatifs de la phosphorylation de ERK1/2 (A). Quantification de l’activité 
de ERK1/2 (ratio pERK1/2 / ERK1/2) lors de l’inhibition des canaux K+ dans les 




En résumé, mes résultats montrent que 1) l’inhibition des canaux K+ peut 
entraîner une activation de ERK1/2, 2) que cette MAPK est inhibitrice du 
promoteur de αENaC et 3) que l’inhibition de ERK1/2 réverse l’effet de la 
combinaison de clofilium et de glibenclamide sur le promoteur de αENaC. Ces 
résultats indiquent que ERK1/2 intervient très probablement dans la régulation de 
ENaC par les canaux K+. 
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II.D. Contrôle de la clairance liquidienne alvéolaire 
dans les cellules ATII 
Dans une étude préalable menée au laboratoire [171], effectuée sur des cellules 
alvéolaires ATII de rat, il a été montré que l’inhibition du canal KvLQT1 et du 
canal KATP entraînait une diminution de l’expression protéique de αENaC. A 
l’inverse, l’application de pinacidil durant 24 heures provoquait une augmentation 
de la protéine αENaC. Ces résultats indiquent que l’effet observé au niveau 
génique se traduit bien au niveau protéique.  
Après avoir observé la régulation génique et protéique de ENaC par les canaux 
K+, il était important d’étudier les conséquences physiologiques de cette 
régulation. Aussi, je me suis intéressé à l’effet de la modulation de l’activité du 




II.D.1. Régulation de la clairance alvéolaire par ENaC 
Pour étudier la clairance liquidienne alvéolaire, des cellules alvéolaires ATII de 
rat ont été cultivées sur filtres en interface air-liquide, puis un marqueur 
fluorescent ne passant pas à travers la monocouche cellulaire, le Dextran-FITC de 
150 kDa, a été déposé à la face apicale afin d’évaluer les capacités de transport 
liquidien de l’épithélium. J’ai d’abord observé que la présence de 10 µM 
d’amiloride (inhibiteur de ENaC) du côté apical, entraîne une diminution de 54,5 
± 10,7% de la clairance liquidienne (Figure 50). Ces résultats obtenus avec la 
méthode du Dextran-FITC concordent avec ceux obtenus par des mesures d’iode 
radioactif, réalisées précédemment au laboratoire [171] et confirment le rôle 
crucial du canal ENaC dans le phénomène de clairance liquidienne alvéolaire. 
 
Figure 50: impact de l'inhibition du canal ENaC sur la clairance alvéolaire. 
Les mesures de clairance liquidienne, obtenues par la méthode de fluorescence du 
Dextran-FITC (150kDa) décrite dans la section Matériel et Méthodes, ont été 
effectuées au travers de cellules ATII polarisées et cultivées en ALi, en présence 
ou non d’amiloride (amil.) pendant 24h. 
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II.D.2. Rôle des canaux K+ dans la clairance alvéolaire 
Au vu des résultats précédents démontrant la régulation du canal ENaC par les 
canaux K+, j’ai voulu vérifier si cela se traduisait par un impact des canaux K+ sur 
un phénomène physiologique comme la clairance alvéolaire, intimement liée au 
canal ENaC. A partir du quatrième jour de culture, les cellules ont été exposées 
pendant 24 heures avec la solution de dextran-FITC (côté apical) et des 
modulateurs des canaux potassiques, du côté basolatéral. Comme illustré dans la 
figure 51, l’activation du canal KvLQT1 par 4 µM R-L3, a stimulé la 
réabsorption liquidienne de 45,1 ± 9,1%, tandis que l’activation du canal KATP par 
100 µM pinacidil améliore la réabsorption liquidienne de 32 ± 7%. En combinant 
les deux activateurs, l’augmentation ne dépasse pas 41 ± 8%, indiquant une 
absence d’effet additif. 
 
 
Figure 51: régulation de la clairance liquidienne alvéolaire par les canaux K+. 
Les mesures de clairance liquidienne, obtenues par la méthode de fluorescence du 
Dextran-FITC (150kDa) décrite dans la section Matériel et Méthodes, ont été 
effectuées au travers de cellules ATII polarisées et cultivées en ALi, en présence 





Inversement, l’inhibition combinée du KvLQT1, par 25 µM de clofilium, et du 
KATP, par 100 µM de glibenclamide, a diminué la clairance de 71,2 ± 8,4% tandis 
que l’amiloride seul inhibe la clairance de 54,5 ± 10,7%. La diminution de la 
clairance lors de l’inhibition combinée des canaux KvLQT1 et KATP n’est pas 
significativement augmentée par l’inhibition subséquente de ENaC par de 
l’amiloride, indiquant une voie commune (Figure 52). 
 
 
Figure 52: régulation de la clairance liquidienne alvéolaire par les canaux 
ENaC et K+. 
Les mesures de clairance liquidienne, obtenues par la méthode de fluorescence du 
Dextran-FITC (150kDa) décrite dans la section Matériel et Méthodes, ont été 
effectuées au travers de cellules ATII polarisées et cultivées en ALi, en présence 
ou non d’amiloride (amil) et/ou des inhibiteurs des canaux K+ (clofi : clofilium, 
glib : glibenclamide), pendant 24h. 
 
Cette expérience montre qu’en plus de réguler l’expression génique de ENaC via 
l’activité du promoteur, et l’expression protéique du canal ENaC, l’activité des 
canaux potassiques a un impact déterminant sur le phénomène physiologique de 
clairance liquidienne alvéolaire, primordial en cas d’œdème. 
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II.E. Contrôle du transport de sodium dans les cellules 
épithéliales de trachée de souris KO pour KvLQT1 
Après isolation à partir de trachées de souris J800 +/+ (souris wt) et J800 -/- (souris 
KO pour KvLQT1), les cellules épithéliales de trachée ont été cultivées sur filtres 
perméants deux semaines dans du milieu CnT17+ et SAGM+ (voir Matériel et 
Méthodes). Les cellules sur filtres ont ensuite été montées en chambre de Ussing 
afin de mesurer des courant transépithéliaux. Dans les cellules issues de souris 
J800 +/+, le courant sensible à l’amiloride (10 µM) était de 12 µA/cm², alors que 
dans celles issues de souris J800 -/-, ce courant était de 6 µA/cm² (Figure 53). 
L’absence de canaux KvLQT1 dans les souris J800 -/- semble donc entraîner une 
diminution de 50% du courant sodique attribué à ENaC. Ce modèle murin est 
donc une preuve de plus, de l’importance des canaux potassiques, et en particulier 




Figure 53: courants attribués à ENaC et à CFTR dans des cellules de trachée 
de souris J800 +/+ (A) et J800 -/- (B). 
Exemple représentatif de tracé illustrant le courant sensible à l’amiloride (Amil.), 
attribué à l’inhibition des canaux ENaC, dans des cellules de trachées issues de 
souris J800 +/+ (A) et J800 -/- (B). 
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III. Implication des canaux K+ dans l’impact de 
l’hyperglycémie sur le transport ionique et la 
capacité de réparation des cellules 
bronchiques 
Au-delà de leur impact au niveau alvéolaire, les canaux potassiques jouent aussi 
un rôle important au niveau des voies aériennes, en particulier en favorisant la 
sécrétion de chlore [188,190]. Et l’activation des canaux K+ a été proposée 
comme une stratégie potentielle pour améliorer le transport ionique en Fibrose 
Kystique (FK). 
Les patients FK présentent de graves problèmes respiratoires, avec entre autres 
deux problèmes majeurs : un grave défaut de sécrétion ionique et donc 
liquidienne, et un dysfonctionnement du processus de réparation épithéliale. A 
cela s’ajoute une hyper-inflammation et une hyper-infection chroniques. Les 
patients atteints de diabète relié à la FK (CFRD) présentent un taux de mortalité 
plus élevé et une atteinte pulmonaire aggravée. A partir de ces éléments, j’ai émis 
l’hypothèse que l’hyperglycémie affecte la fonction pulmonaire, et plus 
particulièrement deux fonctions : 1) le transport ionique, et 2) la capacité de 
réparation épithéliale. Au cours de ces travaux, j’ai mis en évidence plusieurs 
acteurs dont les canaux K+, qui semblent intervenir dans l’impact de 
l’hyperglycémie sur les fonctions épithéliales étudiées. 
Lorsque des patients sont atteints de diabète, la glycémie, de 5 mM 
habituellement, est dérégulée. En effet après les repas, le métabolisme n’arrive pas 
à faire chuter rapidement le taux de glucose (glycémie) et les patients diabétiques 
se retrouvent en condition d’hyperglycémie, avec environ 15 mM de glucose. 
Chez les patients atteints de la Fibrose Kystique (FK) qui développe du diabète lié 
à la FK (CFRD ou DRFK), cette hyperglycémie peut atteindre des valeurs 
dépassant 25 mM. Afin de mimer les conditions pathophysiologiques, j’ai donc 
traité des cellules bronchiques humaines avec 25 mM de glucose sur des temps 




A partir de ces données, j’ai testé l’hypothèse que l’hyperglycémie diminuait deux 
fonctions des cellules épithéliales respiratoires, à savoir le transport ionique et la 
réparation épithéliale, et que les canaux K+ intervenaient dans ces dérèglements. 
III.A. L’hyperglycémie dérègle-t-elle le transport 
ionique ? 
Afin d’évaluer si l’hyperglycémie a un impact sur le courant ionique 
transépithélial, j’ai utilisé des cellules bronchiques « saines » (CFBE-wt) ou FK 
(CFBE-ΔF508) polarisées et cultivées en ALi, traitées 24h en condition contrôle 
(5 mM de glucose) ou hyperglycémique (25 mM de glucose), avant les mesures 
d’électrophysiologie. Ces cellules ont été montées dans une chambre de Ussing 
afin de mesurer les courants transépithéliaux. 
III.A.1. Effet de l’hyperglycémie sur le courant chlore 
transépithélial 
L’application de produits pharmacologiques comme l’inhibiteur de CFTR 
(CFTRinh172) par exemple, a permis de mesurer une variation de courant chlore dit 
sensible au CFTRinh172, qui permet de définir indirectement le courant passant par 
CFTR. J’ai ensuite comparé ce courant sensible au CFTRinh172 au travers de 
cellules CFBE-wt ou CFBE-ΔF508 cultivées en hyperglycémie par rapport à 
celles cultivées en condition contrôle. 
 
Dans les CFBE-wt, l’activité du canal CFTR est sensiblement réduite, suite à 
l’hyperglycémie de 24 heures. En effet, le courant sensible à la combinaison de 10 
µM de Forskoline et de 100 µM d’IBMX, entraînant une hausse d’AMPc 
stimulant le CFTR, est diminué de 26,2 ± 15% par l’hyperglycémie, et le courant 
sensible à 20 µM de CFTRinh172, a une tendance à diminuer de 14,3 ± 10% 
(Figure 54A). Telle qu’attendue dans des cellules FK, l’activité de CFTR est 
quasi nulle dans les cellules CFBE-ΔF508, même activée par 10 mM de 





Afin d’évaluer plus précisément l’impact de l’hyperglycémie sur le courant 
chlore, via le canal CFTR qui se trouve sur la face apicale des cellules, la face 
basolatérale a été perméabilisée avec 7,5 µM d’amphotéricine B, et un gradient 
chlore a été appliqué du côté basolatéral vers la face apicale, afin de favoriser la 
sécrétion de chlore. Dans ces conditions, j’observe au contraire une augmentation 
du courant CFTR en condition hyperglycémique. En effet le courant activé par la 
Forskoline et l’IBMX est augmenté de 54% tandis que l’inhibition par le 
CFTRinh172 est amplifiée de 56% (Figure 54B) dans des monocouches de CFBE-




Figure 54: inhibition des courants Cl- transépithéliaux dans les cellules 
CFBE-wt cultivées en condition hyperglycémique. 
Tracé représentatif de la variation de courant en chambre de Ussing, suite à une 
hausse d’AMPc stimulant le CFTR (IBMX+FK), dans les cellules CFBE-wt, 
préalablement cultivées 24h avec 5 ou 25 mM de glucose (A1). La chute de 
courant, observée suite à l’application de CFTRinh172, correspond au courant de 
CFTR. Quantification de la stimulation (Pic FK+IBMX) et de l’inhibition 
(CFTRinh172) des courants Cl- transépithéliaux en conditions contrôle et 
hyperglycémique (A2). Tracé représentatif de la variation de courant en chambre 
de Ussing, suite à la stimulation de CFTR (IBMX+FK), dans les cellules CFBE-
wt perméabilisées en basolatéral, cultivées 24h avec 5 ou 25 mM de glucose (B1). 
La chute de courant, observée suite à l’application de CFTRinh172, correspond au 
courant de CFTR. Quantification de la stimulation  (Pic FK+IBMX) et de 





Ces résultats laissent supposer que la diminution du courant chlore transépithélial 
observée en condition intacte, après traitement en hyperglycémie, est due à un 
mécanisme de transport sensible à l’hyperglycémie se trouvant sur la face 
basolatérale des cellules. 
III.A.2. Effet de l’hyperglycémie sur le canal CaCC 
Certains travaux proposent une hypothèse, discutée, selon laquelle l’activation 
d’un canal chlore CaCC pourrait partiellement compenser le défaut de CFTR 
observé dans la FK [188]. Ce canal chlore est activé par une augmentation du 
calcium intracellulaire, suite par exemple à une activation des récepteurs 
purinergiques par l’UTP. Il n’était pas possible de prédire l’impact de 
l’hyperglycémie sur l’activation de CaCC par l’UTP, en présence de haut glucose 
car d’après la littérature, les liens entre l’hyperglycémie et les récepteurs P2Y sont 
variables en fonction du type cellulaire [233,292].  
Des cellules CFBE-wt et CFBE-F508 ont donc été traitées 24h en condition 
contrôle ou hyperglycémique, puis montées en chambre de Ussing, avant d’être 
traitées avec de l’UTP sur la face apicale. Dans les monocouches préalablement 
traitées 24h en haut glucose, je n’ai pas pu observer de différence significative 
entre les variations du courant chlore activé par l’UTP, ni dans les cellules CFBE-
ΔF508, ni dans les CFBE-wt (Figure 55A). Ce résultat nous indique que 
l’hyperglycémie ne semble pas affecter le transport de chlore via CaCC. Il est tout 
de même intéressant de noter que le courant chlore sensible à l’UTP est beaucoup 
plus faible dans les cellules CFBE-ΔF508 que dans les CFBE-wt, contredisant la 
théorie selon laquelle le canal CaCC pourrait compenser un défaut de CFTR dans 
la FK. 
Comme je l’avais fait pour le CFTR, j’ai également évalué le courant chlore 
activé par l’UTP dans des monocouches de CFBE-wt et CFBE-ΔF508 
perméabilisées en basolatéral, avec un gradient chlore du côté basolatéral vers le 
côté apical. Lorsque les cellules bronchiques ont été traitées 24 heures en 
hyperglycémie, j’ai de nouveau observé que le transport de chlore sensible à 
l’UTP était plus faible dans les cellules CFBE-ΔF508 que dans les CFBE-wt. J’ai 
aussi observé une légère tendance à la diminution du pic de courant induit par 
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l’UTP, dans les cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 perméabilisées en basolatéral 
après un traitement de 24h en hyperglycémie, comparé au contrôle (Figure 55B). 
 
Figure 55: inhibition des courants Cl- transépithéliaux sensibles à l’UTP dans 
les cellules CFBE-wt et -ΔF508 cultivées en condition hyperglycémique. 
Tracé représentatif de la variation de courant chlore par le canal CaCC en 
chambre de Ussing, suite à une stimulation à l’UTP, dans les cellules CFBE-wt et 
-ΔF508, préalablement cultivées 24h avec 5 ou 25 mM de glucose (A1). 
L’augmentation de courant, observée suite à l’application d’UTP, correspond au 
courant de CaCC. Quantification de la stimulation des courants Cl- 
transépithéliaux sensibles à l’UTP en conditions contrôle et hyperglycémique 
(A2). Tracé représentatif de la variation de courant en chambre de Ussing, après 
une stimulation à l’UTP, dans les cellules CFBE-wt et -ΔF508 perméabilisées en 
basolatéral, cultivées 24h avec 5 ou 25 mM de glucose. L’augmentation de 
courant, observée suite à l’application d’UTP, correspond au courant apical de 
CaCC. Quantification de la stimulation des courants CaCC apicaux dans les 




III.A.3. Effet de l’hyperglycémie sur les canaux KvLQT1 et KATP 
Dans la littérature, certaines études montrent que les canaux potassiques comme le 
KATP sont connus pour être lié au diabète de type II [2,31,111,243]. De plus, 
comme je l’ai décrit dans l’introduction, les canaux K+ jouent un rôle primordial 
dans la physiologie pulmonaire en contrôlant le transport ionique et liquidien et la 
réparation épithéliale. J’ai donc voulu aussi étudier l’effet de l’hyperglycémie sur 
ces canaux K+. 
Après avoir traité les cellules CFBE-wt pendant 24h avec du glucose, j’ai observé 
que le courant basolatéral potassique était diminué par rapport au courant mesuré 
en condition normo-glycémique (figure 56). J’ai ensuite mesuré les variations des 
courants sensibles au clofilium (inhibiteur de KvLQT1) et au glibenclamide 
(inhibiteur de KATP). L’hyperglycémie diminue significativement le courant 
sensible au clofilium dans les cellules CFBE-wt (figure 56), lorsque la 
monocouche cellulaire est perméabilisée du côté apical et qu’un gradient de 
potassium (côté apical vers côté basolatéral) est appliqué. Dans les cellules CFBE-
ΔF508, la diminution de courant sensible au clofilium, due à l’hyperglycémie, 
mesurée n’est pas significative. J’observe également une faible baisse non 
significative du courant KATP basolatéral, sensible au glibenclamide, dans les 




Figure 56: inhibition des courants K+ basolatéraux dans les cellules CFBE-wt 
cultivées en condition hyperglycémique. 
Tracé représentatif de la variation de courant en chambre de Ussing, en présence 
des inhibiteurs des canaux potassiques KvLQT1 (clofilium) et KATP 
(glibenclamide), dans les cellules CFBE-wt perméabilisées en apical, 
préalablement cultivées 24h avec 5 ou 25 mM de glucose. La diminution de 
courant, observée suite à l’application de clofilium et de glibenclamide, 
correspond respectivement au courant de KvLQT1 et de KATP (A). Quantification 




III.A.4. Effet de l’hyperglycémie sur le canal KCa3.1 
Lorsque les cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 sont cultivées 24 heures en 
condition hyperglycémique, puis montées en chambre de Ussing, le courant 
potassique total basolatéral est diminué. De plus, j’observe une légère diminution 
non significative des courants sensibles au 1-EBIO et au Tram34 (respectivement 
activateur et inhibiteur de KCa3.1), dans les cellules CFBE-ΔF508 (Figure 57). 
 
 
Figure 57: inhibition du courant K+ KCa3.1 basolatéral dans les cellules 
CFBE-wt et CFBE-ΔF508 cultivées en condition hyperglycémique. 
Tracé représentatif de la variation de courant en chambre de Ussing, en présence 
de l’activateur du canal KCa3.1 (1 mM 1-EBIO), puis de son inhibiteur (5 µM 
Tram34), dans les cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 perméabilisées en apical 
avec de l’amphotéricine B (AmphoB), préalablement cultivées 24h avec 5 ou 25 
mM de glucose (A). Quantification du courant potassique (B), de l’activation (C) 




III.A.5. Effet de l’hyperglycémie sur le co-transporteur NKCC 
Comme je l’ai décrit dans la section I.C.2.c.ii de l’introduction, le co-transporteur 
NKCC permet l’entrée dans la cellule, de chlore, de potassium et de sodium au 
niveau basolatéral, et son activité participe ainsi à la sécrétion transépithéliale de 
chlore. Aucune différence dans la variation du courant sensible au bumétamide 
(inhibiteur de NKCC) n’a été observée dans les cellules CFBE-wt traitées 24h en 
mannitol ou en glucose (Figure 58). 
 
 
Figure 58: inhibition des courants NKCC dans les cellules CFBE-wt cultivées 
en condition hyperglycémique. 
Représentation graphique de la variation de courant en chambre de Ussing, suite à 
l’activation avec forskoline (Fk) + IBMX, puis d’un inhibiteur du co-transporteur 
basolatéral NKCC (Bumét : bumétamide), dans les cellules CFBE-wt, 
préalablement cultivées 24h avec 5 ou 25 mM de glucose. La diminution de 
courant, observée suite à l’application de bumétamide, correspond au courant de 
NKCC (A). Quantification de l’inhibition des courants NKCC en conditions 
contrôle et hyperglycémique (B).  
 
L’ensemble de ces résultats nous indiquent donc que l’hyperglycémie entraîne une 




III.B. L’hyperglycémie a-t-elle un effet sur le processus 
de réparation des lésions épithéliales bronchiques ? 
Dans la littérature, peu d’éléments sont disponibles sur l’effet de l’hyperglycémie 
dans la réparation cellulaire au niveau pulmonaire, mais il est prouvé que les 
patients diabétiques souffrent de problèmes de cicatrisation. Par exemple dans une 
étude au niveau de l’épithélium de cornée, l’hyperglycémie semblait bloquer 
l’augmentation de la réparation induite par l’activation du récepteur à l’EGF 
(EGF-R) [337]. De notre côté, au laboratoire, nous avons montré que 1) les 
cellules FK réparent moins vite que les cellules « saines », principalement à cause 
du défaut de CFTR observé chez les FK, 2) que la réparation épithéliale était 
dépendante de la voie EGF/EGF-R et 3) les canaux K+ contrôlent la capacité de 
réparation des cellules épithéliales [185,314]. J’ai donc émis l’hypothèse que 
l’hyperglycémie pouvait affecter la capacité de réparation des cellules 
bronchiques « saines » et Fibrose Kystique. 
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III.B.1. Effet de l’hyperglycémie sur la réparation de base des 
cellules CFBE 
Dans un premier temps, il est important de noter que les cellules CFBE-ΔF508 
présentaient un retard de réparation par rapport aux cellules CFBE-wt. Dans un 
article dont je suis co-auteur, nous avons récemment montré que ce retard était au 
moins partiellement lié à l’absence de canaux CFTR fonctionnels dans les cellules 
CFBE-ΔF508 [312]. Mes données (figure 59) confirment que la vitesse de 
réparation est plus lente dans les CFBE-ΔF508 que dans les CFBE-wt. 
Dans un second temps, j’ai étudié l’effet de l’hyperglycémie (24 et 48 heures) sur 
la vitesse de réparation épithéliale, dans les cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508. 
Comme illustré dans la figure 59, la réparation a été significativement retardée 
dans les cellules CFBE-wt, cultivées 24h et 48h avec 25 mM de glucose. 
Dans les cellules CFBE-ΔF508, j’observe une diminution de la vitesse de 
réparation dès 24h de culture en condition hyperglycémique, mais significative 
qu’à partir de 48h de culture en haut glucose (Figure 59). 
 
Figure 59: impact de l’hyperglycémie (24-48h) sur la réparation des cellules 
CFBE-wt et -ΔF508. 
Les cellules CFBE ont été cultivées 24h ou 48h en condition hyperglycémique (25 
mM de glucose) ou non, puis les monocouches cellulaires ont été lésées et la 
capacité de réparation des cellules CFBE a été mesurée sur 6h, en condition 




Lorsque les cellules CFBE ont été cultivées en condition hyperglycémique une 
semaine, la différence de réparation est restée comparable à celle observée avec 
une culture de 48 heures en hyperglycémie (Figure 60). 
 
 
Figure 60: impact de l’hyperglycémie (7 jours) sur la réparation des cellules 
CFBE-wt et -ΔF508. 
Les cellules CFBE ont été cultivées 7 jours en condition hyperglycémique (25 
mM de glucose) ou non, puis les monocouches cellulaires ont été lésées et la 
capacité de réparation des cellules CFBE a été mesurée sur 6h, en condition 
hyperglycémique ou non. 
 
Ainsi, j’observe que les cellules FK en hyperglycémie ont une capacité de 
réparation très ralentie par rapport à des cellules non-FK en normo-glycémie. 
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III.B.2. Effet de l’hyperglycémie sur la correction de réparation 
par le VRT325 
Chez les patients FK, le défaut de base est dû à des mutations du canal CFTR, le 
rendant absent à la membrane ou non fonctionnel. La mutation la plus fréquente 
est la ΔF508, impliquant un mauvais repliement de la protéine CFTR. Depuis 
quelques années, des petites molécules, appelées correcteurs, ont été développées 
afin d’améliorer le repliement de la protéine mutée (comme ΔF508) et aussi son 
adressage à la membrane. Or, nous avons montré récemment que la correction de 
CFTR par le correcteur VRT325 permet une augmentation de la réparation des 
monocouches de cellules FK [312]. Il était donc intéressant de déterminer quel 
serait l’effet du VRT325 en présence de haut glucose. J’ai d’abord vérifié que les 
cellules ΔF508 traitées avec 5 µM de VRT325 présentaient une amélioration de 
leur vitesse de réparation (figure 61), comme nous l’avons reporté précédemment 
au laboratoire [312]. Ce résultat a confirmé l’effet positif du correcteur VRT325 
sur CFTR, et le rôle primordial de ce canal dans la réparation épithéliale. En 
revanche, la présence de glucose abolit complètement la stimulation de la vitesse 
de réparation induite par le VRT325, dans les monocouches de cellules CFBE-
ΔF508, indiquant que l’hyperglycémie pourrait être un limitant dans l’utilisation 





Figure 61: impact de l’hyperglycémie sur l’effet correcteur du VRT325 sur la 
vitesse de réparation des cellules CFBE-ΔF508. 
Les cellules CFBE ont été cultivées 48h en condition hyperglycémique (25 mM 
de glucose) ou non, en présence ou non du correcteur VRT325 (5 µM), puis les 
monocouches cellulaires ont été lésées et la capacité de réparation des cellules 




III.C. L’hyperglycémie a-t-elle un effet sur la réparation 
de lésions épithéliales en présence de facteurs 
inflammatoires comme l’IL-8 ? 
La pathologie FK présente une forte composante inflammatoire et infectieuse, et 
d’après la littérature, l’inflammation participe au développement des lésions 
épithéliales [133], tout comme l’infection [334]. Suite à ces observations, j’ai 
étudié l’impact des facteurs inflammatoires sur la réparation épithéliale, en 
condition hyperglycémique. Une étude a montré que chez les lapins diabétiques, 
la sécrétion des interleukines comme l’IL-8 est augmentée, ce qui bloque les 
mécanismes de réparation, au niveau des tissus de l’oreille [239]. Sachant que les 
patients FK présentent un profil inflammatoire avec une surexpression d’IL-8, il 
était intéressant de mesurer si l’hyperglycémie pouvait entraîner une sécrétion 
d’IL-8 dans les cellules CFBE, et si cette cytokine avait un impact sur la 
réparation en condition hyperglycémique. 
Mes expériences d’immunobuvardage n’ont pas permis de mettre en évidence une 
sécrétion d’IL-8 par les CFBE-wt et CFBE-ΔF508, en condition hyperglycémique 
ou non (Figure 62B). De plus, lorsque les cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 ont 
été traitées avec 10 ng/mL d’IL-8, aucune variation de la réparation n’a été 
observée. De façon à exclure le rôle d’une éventuelle sécrétion d’IL-8 qui n’aurait 
pas été détectée en immunobuvardage, 0,25 µg/mL d’anticorps anti-IL-8 ont été 
administrés, et dans ce cas là aussi, aucune différence de réparation n’a été 
mesurée (Figure 62A). De plus, la littérature ne fournit pas de preuve quant à 
l’expression du récepteur à l’IL-8 au niveau des cellules épithéliales. Ces résultats 
tendent à démontrer que 1) l’hyperglycémie n’entraîne pas de réponse IL-8 
détectable, et 2)  la réparation des cellules CFBE-wt et CFBE-F508 n’est pas 




Figure 62: impact de l’hyperglycémie, combinée à une composante 
inflammatoire (IL-8), sur la réparation des cellules CFBE-wt et -ΔF508, et 
effet de l’hyperglycémie sur la sécrétion d’IL-8. 
(A) La capacité de réparation des cellules CFBE a été mesurée après les avoir 
cultivées 48h en condition contrôle ou en hyperglycémie, en présence ou non 
d’IL-8 (10 ng/mL) ou d’anticorps anti-IL-8 (0.25 µg/mL). (B) La sécrétion d’IL-8 
par les cellules CFBE a été évaluée par immunobuvardage après les avoir 






III.D. L’hyperglycémie a-t-elle un effet sur l’expression 
ou l’activité de protéines intervenant dans la migration 
cellulaire ? 
III.D.1. Effet de l’hyperglycémie sur l’activité des MMP-2 et -9 
Dans la littérature, de nombreuses études montrent le rôle prépondérant des MMP 
dans la migration cellulaire, de par leur action de digestion de la matrice 
extracellulaire [54,110,120,220]. De plus quelques études montrent que 
l’hyperglycémie peut réguler l’activité ou l’expression de certaines MMP, 
néanmoins les conclusions sont partagées. Par exemple les niveaux d’ARNm des 
MMP-1 et -3 diminuent au niveau des glomérules rénaux de rats diabétiques 
[218], alors que le niveau protéique de la MMP-1 semble augmenter chez des rats 
diabétiques [349]. Depuis, différentes études sont en désaccord sur la potentielle 
variation de l’expression des MMP-2 et -9 en condition hyperglycémique 
[115,306,341]. 
 
Après avoir cultivé des cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 en condition 
hyperglycémique durant 48 heures, les monocouches ont été lésées puis les 
milieux ont été collectés après 24h, pour mesurer l’activité des MMP sécrétées. 
Par zymographie sur des gels contenant de la gélatine, l’activité des MMP-2 et 
MMP-9 de ces milieux conditionnés collectés, a été détectée. Tel qu’observé dans 
la figure 63, l’activité de la MMP-9 augmente de manière non significative de 
32,9 ± 17,5% dans les cellules CFBE-wt, mais reste stable dans les CFBE-ΔF508 
(+7,5 ± 9,8%). Le même profil est observé pour la MMP-2, avec une légère 
augmentation d’activité non significative de 13,8 ± 9% dans les CFBE-wt alors 





Figure 63: impact d’un traitement chronique au glucose (48h) sur l’activité 
des MMP des cellules CFBE. 
(A) Exemple représentatif de gel de zymographie. (B) Représentation de l’activité 
enzymatique des MMP-9 et MMP-2 matures sécrétées par les CFBE-wt et CFBE-
ΔF508 en réparation (24h après les lésions), suite à un traitement de 48h en 
condition contrôle ou en hyperglycémie. 
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III.D.2. Effet de l’hyperglycémie sur l’expression totale de la β1-
intégrine (CD-29) 
Dans la littérature, de nombreuses évidences relient la migration cellulaire à 
l’expression des intégrines, qui jouent un rôle d’ancrage des cellules sur la matrice 
extracellulaire [179]. De manière intéressante, au laboratoire, une étude parallèle 
semble montrer que les intégrines composées de la sous-unité β1 (CD-29) forme 
un complexe protéique avec CFTR (données non publiées) et jouent un rôle dans 
la migration de cellules de l’appareil respiratoire [312]. Depuis la fin des années 
90, quelques équipes étudient le lien entre les intégrines et le diabète ou 
l’hyperglycémie, et obtiennent des résultats controversés 
[53,161,184,195,207,227,250,251]. Certaines études montrent par exemple chez 
le rat que l’hyperglycémie diminue l’expression des intégrines comme la α3β1 
[250] alors que d’autres observent une augmentation de l’expression de la β1 à 
partir de 6 semaines d’hyperglycémie [251]. 
Par conséquent, j’ai décidé de mesurer l’expression protéique totale de l’intégrine 
β1 (CD-29) dans des cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508, en monocouches lésées, 
traitées 48 heures en présence de 25 mM de glucose. Tel qu’observé dans la 
figure 64, aucune variation significative ne semble émerger, ni dans les CFBE-
ΔF508, ni dans les CFBE-wt en condition hyperglycémique par rapport à la 
condition contrôle. Ce résultat écarte probablement une dérégulation de 
l’expression totale de CD-29 par l’hyperglycémie (Figure 64). En revanche, il 
serait intéressant d’étudier l’expression membranaire de CD-29, car si 
l’hyperglycémie ne semble pas jouer sur son expression totale, elle pourrait 




Figure 64: impact d’un traitement chronique au glucose (48h) sur 
l’expression protéique totale de CD-29 (β1-intégrine) des cellules CFBE. 
Exemple représentatif de gel d’immunobuvardage révélant CD-29 (A). 
Représentation de l’expression protéique totale moyenne de CD-29 dans les 
CFBE-wt et CFBE-ΔF508 en réparation (24h après les lésions), suite à un 






III.D.3. Effet de l’hyperglycémie sur l’activation de EGF-R 
Dans la littérature, on trouve de nombreuses preuves du rôle essentiel du récepteur 
EGF-R dans le phénomène de réparation [112,228,296,304,305,331], et au 
laboratoire, nous avons montré que EGF-R est très important dans la réparation 
des cellules bronchiques NuLi (cellules non Fibrose Kystique) et CuFi (cellules 
Fibrose Kystique) [314]. De plus, la littérature montre que l’hyperglycémie inhibe 
la voie EGF-R [337]. Par conséquent, il était intéressant d’étudier le niveau 
d’activité du récepteur EGF-R en cas d’hyperglycémie. Lorsque les cellules 
CFBE-wt et CFBE-ΔF508 sont cultivées 48h en hyperglycémie, aucune 
modification du niveau de phosphorylation de EGF-R n’a pu être détectée 15 et 
30 minutes après la création de lésions épithéliales (Figure 65). 
 
 
Figure 65: impact de l’hyperglycémie sur la phosphorylation de EGF-R. 
Les cellules CFBE ont été cultivées 24h en condition normo- ou 
hyperglycémique. Exemple représentatif d’immunobuvardage avec la 




III.D.4. Effet de l’hyperglycémie sur l’activation de ERK1/2 
Les MAPK, en particulier ERK1/2, interviennent dans les processus de migration 
cellulaire et de réparation [69,209], aussi il était intéressant d’étudier le niveau 
d’activité de ERK1/2 en cas d’hyperglycémie, et suite à des plaies. Lorsque les 
cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 sont cultivées 48h en hyperglycémie, aucune 
modification du niveau de phosphorylation de ERK1/2 n’a pu être détectée 30 et 
60 minutes après la création de lésions épithéliales (Figure 66). 
 
Figure 66: impact de l'hyperglycémie sur la phosphorylation de ERK1/2. 
Les cellules CFBE ont été cultivées 24h en condition normo- ou 
hyperglycémique. Exemple représentatif d’immunobuvardage avec la 
phosphorylation de ERK1/2 sur 2 passages de CFBE-wt et de CFBE-ΔF508. 
 
En résumé, j’ai pu montrer que l’hyperglycémie diminue la vitesse de réparation 
des cellules CFBE-wt et CFBE-F508, mais il m’a été impossible de déterminer 
avec exactitude quel mécanisme et quels acteurs interviennent dans cette 
régulation. Néanmoins, les canaux K+ sont régulés par l’hyperglycémie, et nous 
avons déjà montré au laboratoire qu’ils intervenaient dans la réparation 
épithéliale. Je discuterai donc ultérieurement des éventuels mécanismes envisagés 
dans la section Conclusion (4e partie). 
 
Pour conclure, les 2 études in vitro que j’ai réalisées, m’ont permis d’évaluer : 1) 
l’impact de la modulation des canaux K+ dans le transport de sodium et le 
phénomène de clairance liquidienne au niveau alvéolaire et 2) l’impact de 
l’hyperglycémie sur le transport ionique, potassique en particulier, et sur la 








Ce projet de doctorat avait pour objectif d’étudier le rôle du transport ionique, en 
particulier potassique, dans différentes fonctions de l’épithélium respiratoire telles 
que le transport de sodium (via la régulation de ENaC) et de liquide. Ces 
fonctions sont nécessaires pour la clairance liquidienne alvéolaire, et primordiales 
au moment de la naissance ou dans le syndrome de détresse respiratoire aigu 
(SDRA). J’ai aussi étudié l’impact de l’hyperglycémie sur le transport ionique et 
la réparation de l’épithélium bronchique, de façon à mieux comprendre la 
détérioration de la fonction respiratoire chez les patients CFRD. 
J’ai montré dans ma première étude que la modulation des canaux K+ régulait 
l’activité du promoteur de αENaC, possiblement via une modification de la 
phosphorylation de ERK1/2. Cette régulation par les canaux K+ entraîne une 
variation de l’expression génique et protéique de ENaC, ainsi qu’un contrôle de la 
clairance liquidienne alvéolaire. 
Dans ma seconde étude, j’ai montré que l’hyperglycémie diminuait le transport 
transépithélial de chlore, probablement via la diminution du transport basolatéral 
de potassium, dans des cellules épithéliales bronchiques saines et Fibrose 
Kystique (CFBE-wt et CFBE-ΔF508). L’hyperglycémie, en plus de dérégler le 
transport ionique, ralentit la vitesse de réparation des cellules saines et Fibrose 
Kystique. 
1) Régulation du canal ENaC par les canaux K+ 
J’ai tout d’abord pu démontrer pour la première fois que la modulation des canaux 
K+ régulait l’activité du promoteur de αENaC. En effet, l’inhibition de KvLQT1 
ou de KATP diminuait l’activité de ce promoteur, tandis que l’activation de ces 
canaux K+ permettait une augmentation de l’activité du promoteur de αENaC. 
Dans cette étude, je me suis concentré sur le promoteur de la sous-unité αENaC, 
qui entre dans la composition des canaux HSC (ENaC) et NSC. Le rôle vital de la 
sous-unité αENaC a été prouvé comme par exemple avec la création de souris KO 
pour αENaC, qui étaient incapables d’éliminer le liquide pulmonaire à la 
naissance et mourraient de détresse respiratoire [134]. En comparaison, les souris 
KO pour les sous-unités β ou γENaC n’ont pas de problèmes sévères au niveau 
pulmonaire, mais semblent décéder d’hyperkaliémie [18,202,246,247]. Il aurait 
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toutefois été intéressant d’aller évaluer les éventuelles régulations des promoteurs 
des sous-unités β, γENaC, qui entrent dans la composition des canaux HSC, et qui 
ont une fonction de régulation de l’activité du canal [27,89,106]. La régulation des 
sous-unités β et γ pourrait donc amplifier l’effet sur le transport de sodium, obtenu 
en ne régulant que la sous-unité α, lors de la modulation des canaux K+. 
J’ai ensuite prouvé que la régulation du promoteur de αENaC observée avait un 
impact sur le niveau de l’expression génique de αENaC dans des cellules 
alvéolaires humaines A549, suite à la modulation des canaux KvLQT1 et KATP. 
Ces résultats concordent avec ceux obtenus au laboratoire, sur la régulation de 
l’ARNm de αENaC, suite à la modulation des canaux KvLQT1 et KATP, dans des 
cellules ATII de rat [171].Toutefois, dans l’étude préalable, seule l’activation du 
canal KATP avait pu être testée, et c’est la première fois que l’impact de 
l’activation de KvLQT1 par le R-L3, sur l’expression de ENaC, a été évaluée. 
Dans les cellules A549, une étude a montré par des mesures de patch-clamp que le 
canal K+ activé par le calcium et à large conductance (BKCa), pouvait en présence 
d’une forte concentration de Ca2+, participer de manière non négligeable au 
transport de potassium [253]. J’ai donc évalué le niveau d’ARNm de αENaC suite 
ΰ 24h de traitement avec 100 nM d’ibιriotoxine, un inhibiteur de BKCa. Aucune 
variation de l’ARNm de αENaC n’ayant été observée, je n’ai donc pas continué à 
explorer cette piste dans la suite de mon projet. L’absence d’effet de l’ibériotoxine 
peut s’expliquer par la particularité du canal BKCa. En effet l’activité de ce canal 
est faible dans des cellules alvéolaires à l’état basal, et elle diminue encore avec le 
temps de culture [178]. Son activation nécessite un signal calcique important 
[253], probablement absent lors de l’expérience, où les cellules A549 à confluence 
n’ont pas été soumises à un quelconque stress, hormis le traitement à 
l’ibériotoxine. 
Une approche utilisant des siRNA dirigés contre KvLQT1 et KATP, en 
complément de l’approche pharmacologique précédente, a permis de confirmer 
que la régulation de αENaC observée était bien due à la modulation des canaux K+ 
et non à un manque de spécificité des agents pharmacologiques utilisés. En effet, 
le glibenclamide par exemple, inhibe le canal KATP via la sous-unité SUR2B, mais 
il inhibe aussi le canal CFTR [177]. Dans les cellules A549, l’absence de canal 
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CFTR permet aussi de conforter la spécificité de la régulation observée en 
présence de glibenclamide [318]. Il faut noter toutefois que les siRNA présentent 
eux-aussi des effets secondaires non spécifiques car ils peuvent être perçus par 
l’organisme comme étant des PAMP étrangers (pathogen-associated molecular 
patterns), comme de l’ARN viral par exemple [288]. Ainsi, certains siRNA vont 
provoquer une forte inflammation, en activant les TLR7/8 (Toll-like receptor) 
[255,287]. De plus, la concordance des résultats obtenus avec les agents 
pharmacologiques et les siRNA, confirme la relation entre la fonction des canaux 
potassiques et la régulation de l’expression de ENaC. 
J’ai également observé que la modulation des canaux K+ avait un impact sur le 
niveau d’expression de l’ARNm de αENaC, dans des cellules en culture primaire 
ATII de rat. De manière intéressante, j’ai aussi démontré dans ces cellules, que 
l’inhibition des canaux KvLQT1 ou KATP diminuait non seulement l’ARNm de 
αENaC, mais également ceux des sous-unités β et γENaC. Tandis que l’activation 
de ces canaux K+ entraînait une augmentation significative de αENaC, une 
stimulation non significative des sous-unités β et γ était observée. Ainsi, 
l’inhibition des canaux K+ a diminué très fortement l’expression génique des 3 
sous-unités de ENaC dans les ATII, alors que l’activation des canaux n’a eu qu’un 
effet limité. Cette discordance peut s’expliquer par le niveau d’activation des 
canaux potassiques à l’état basal des cellules. En effet, il est fort probable que les 
canaux KvLQT1 et KATP, contrôlant le potentiel de membrane, soient déjà très 
actifs à l’état basal, et donc que la possibilité d’activation supplémentaire par les 
activateurs des canaux potassiques est limitée, alors qu’au contraire la possibilité 
d’inhibition est très importante. Ces résultats obtenus par qPCR, sont conséquent 
avec ceux obtenus par PCR semi-quantitatif dans une étude préalable du 
laboratoire [171], mais les écarts mesurés en présence sont bien plus importants, 
probablement grâce à la sensibilité accrue de la technique de qPCR. Dans notre 
étude préalable, nous avions aussi démontré que l’inhibition des canaux KvLQT1 
et KATP diminuait le niveau d’expression protéique de ENaC dans des cellules 
ATII de rat [171]. 
Afin de mieux comprendre comment le transport basolatéral de potassium peut 
modifier l’activité du promoteur de αENaC, j’ai tenté de déterminer le mécanisme 
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mis en cause. Tout d’abord, j’avais émis l’hypothèse que la modulation des 
canaux K+ entraînait un signal calcique, responsable de la régulation du 
promoteur, car ce dernier contient des séquences AP-1 [72], un facteur de 
transcription sensible au calcium. De plus, certaines études semblent indiquer que 
la variation de calcium intracellulaire pourrait modifier l’expression du canal 
ENaC [4], en plus de son activité [116]. Rao et al. ont montré par exemple que la 
chélation de calcium permettait d’inhiber l’expression de ENaC, alors que l’ajout 
de calcium dans le milieu de culture entraînait une augmentation de l’expression 
du canal, dans des cellules rénales [249]. J’ai donc tenté de bloquer un éventuel 
signal calcique, en utilisant du BAPTA-AM, simultanément à un traitement de 
24h avec des modulateurs des canaux K+. Cette expérience n’a pas permis de 
mettre en évidence le rôle du calcium intracellulaire sur la régulation du 
promoteur de αENaC suite aux changements d’activité des canaux K+, mais il est 
cependant difficile d’en tirer une conclusion définitive. En effet, il est possible 
que le design expérimental ne permette pas de bloquer complètement et 
durablement (pendant 24h) un éventuel signal calcique. Pour s’assurer de la 
présence d’un signal calcique, suite à la modulation des canaux K+, il aurait fallu 
par exemple utiliser une technique de sonde fluorescente FURA-2, afin d’évaluer 
les variations de concentrations intracellulaires de calcium [7,303]. 
Dans la littérature, on trouve d’un côté que les MAPK régulent le promoteur de 
ENaC [101,139,167,176,216,265], et d’un autre côté que les canaux K+ modifient 
la phosphorylation des MAPK [118,248,286]. J’avais donc émis une seconde 
hypothèse, selon laquelle les canaux K+ pouvaient jouer sur la régulation du 
promoteur de αENaC, via l’action des MAPK p38 et ERK1/2. J’ai alors montré 
qu’en bloquant les voies p38 et ERK1/2, l’activité du promoteur de αENaC a été 
augmenté, confirmant le rôle répresseur de ces MAPK sur le promoteur. De plus, 
la diminution de l’activité du promoteur observée suite à l’inhibition des canaux 
K+ a pu être réduite par le blocage des voies MAPK. Malgré ces indices, il était 
encore impossible de conclure sur le rôle des MAPK dans la régulation de ENaC 
par les canaux K+. En effet, les canaux K+ et les MAPK pourraient très bien 
réguler ENaC par des voies distinctes et parallèles. Afin d’élucider ce point, j’ai 
évalué la phosphorylation de p38 et ERK1/2 suite à une modulation des canaux 
K+. L’inhibition des canaux KvLQT1 et KATP n’a pas entraîné de variation de la 
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phosphorylation de p38 dans les cellules A549, à des temps compris entre 15 
minutes et 3 heures. Ces résultats indiquent que p38 et les canaux K+ régulent 
probablement le promoteur de ENaC de manière indépendante. En revanche, 
l’inhibition des canaux K+ pendant 15 minutes à 3 heures a entraîné une 
augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 aussi bien dans les cellules A549 
que les cellules ATII. Cette expérience m’a permis de conclure que la diminution 
de l’activité du promoteur de ENaC suite à l’inhibition des canaux KvLQT1 et 
KATP passait partiellement par un effet répresseur de ERK1/2. 
Dans la littérature, les conclusions divergent quant à la modulation de la 
phosphorylation des MAPK par les canaux K+ [118,248,286] et à la régulation du 
promoteur de αENaC par les MAPK [101,139,167,176,216,265], en fonction des 
tissus observés. Néanmoins, plusieurs études abondent dans le même sens, 
montrant une augmentation de la phosphorylation des MAPK suite à l’inhibition 
des canaux K+, ou encore une action répressive des MAPK sur le gène scnn1a 
(αENaC). Afin de déterminer avec plus d’exactitude les mécanismes mis en jeu 
dans la régulation du promoteur, différentes expériences pourraient être réalisées 
avec : 1) des oligos-decoys ou 2) des promoteurs tronqués. La première 
expérience, en utilisant les oligo-decoys [140], permettrait par compétition de 
bloquer les séquences consensus du promoteur, et ainsi d’empêcher la régulation 
du promoteur par les canaux K+. La seconde approche permettrait elle aussi 
d’identifier la région du promoteur impliquée dans la régulation par les canaux 
K+, sans le risque d’un biais par une voie parallèle, grâce à des constructions du 
promoteur de αENaC, dont certaines séquences seraient tronquées, comme le 
GRE par exemple [101]. Cela permettrait d’identifier les facteurs de transcription 
et les éléments de réponse intervenant dans la régulation du promoteur de αENaC, 
suite à la modulation des canaux K+. 
Il serait intéressant de déterminer si le mécanisme d’action de l’activation des 
canaux K+ est similaire à celui de leur inhibition. En effet il est possible de 
supposer qu’inversement à l’inhibition des canaux K+, leur activation entraînerait 
une diminution de la phosphorylation de ERK1/2, diminuant ainsi son effet 
répresseur sur le promoteur de αENaC. Néanmoins, il est aussi plausible que la 
régulation de ENaC suite à l’activation des canaux K+ passe par un mécanisme 
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différent. Comme je l’ai décrit précédemment, la modification de la concentration 
intracellulaire de calcium, ou d’autres ions comme le potassium ou le chlore, 
pourrait intervenir là-aussi. 
 
2) Impact physiologique et relevance clinique ? 
Sachant que les canaux K+ régulent l’expression génique et protéique de ENaC, et 
que le transport de sodium via ENaC est primordial dans le transport liquidien 
alvéolaire [27,143,198], j’ai voulu évaluer l’impact de cette régulation sur la 
clairance alvéolaire. Mes résultats montrent tout d’abord que l’absorption 
liquidienne par des cellules ATII cultivées en ALi, était réduite de moitié en 
présence d’amiloride. Cette valeur correspond aux valeurs publiées dans d’autres 
études sur le rôle de ENaC dans la clairance liquidienne alvéolaire [224,271,289], 
confirmant que mon modèle était correct pour cette étude. En présence des 
inhibiteurs des canaux KvLQT1 et KATP, la clairance a été diminuée de 70% 
montrant le fort impact des canaux K+ sur la clairance alvéolaire. Ce résultat est 
conséquent avec l’étude de Sakuma et al., où l’inhibition du KATP entraînait une 
diminution de la clairance liquidienne du poumon humain ex vivo [271]. En 
combinant l’inhibition de ENaC à celle des canaux K+, l’inhibition de la clairance 
n’a pas été significativement accentuée, par rapport à un traitement avec les seuls 
inhibiteurs des canaux K+. Ce résultat permet de déduire que la clairance 
liquidienne affectée par les canaux K+ passe en large partie par l’inhibition de 
ENaC. 
De manière plus intéressante encore, j’ai pu observer une stimulation de la 
clairance alvéolaire de 45% et 32% en activant respectivement les canaux 
KvLQT1 ou KATP. Ce résultat est très encourageant, car il montre que les canaux 
K+ pourraient être des cibles thérapeutiques dans le but d’améliorer la résorption 
de l’œdème pulmonaire. Sakuma et al. ont montré par exemple que l’activateur du 
KATP (YM934) augmentait la clairance liquidienne dans le poumon ex vivo, par un 
mécanisme lié à ENaC [271]. De plus, il est important de noter que certains 
activateurs des canaux K+, comme le minoxidil, un activateur du canal KATP, sont 
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déjà approuvés et utilisés en clinique pour d’autres applications, et que les 
éventuels essais cliniques sur le SDRA seraient ainsi facilités. 
Il faut néanmoins rester prudent sur la portée des canaux K+ en tant que cible 
thérapeutique. En effet, différentes approches expérimentales visant à stimuler le 
transport de sodium via ENaC ont déjà été évaluées mais semblent insuffisantes 
ou entraînent des effets secondaires néfastes. Par exemple chez les patients 
atteints de SDRA dont la cause est infectieuse, les glucocoricoïdes qui régulent 
ENaC, présentent des inconvénients puisqu’ils n’aident pas à la résolution de 
l’œdème, et semblent même augmenter le risque d’infections nosocomiales [42]. 
Les corticostéroïdes, comme le dexamethasone par exemple, permettent aussi 
l’augmentation de la clairance liquidienne alvéolaire [100,117]. Meduri et al ont 
compilé les différentes études sur l’effet d’un traitement au corticostéroides sur la 
résolution du SDRA, et les conclusions démontrent que si une forte dose sur un 
temps court (24h) n’a aucun effet, en revanche, un traitement chronique (4 
semaines) avec du methyliprednisolone diminue l’inflammation, ce qui 
s’accompagne par une réduction significative du SDRA, qu’il soit à un stade 
précoce ou avancé [203,204]. Des β2-agonistes comme le salmétérol, permettent 
d’augmenter fortement la réabsorption de sodium dans des poumons ex vivo 
humains et ovins [44,270]. L’administration de terbutaline ou de dobutamine chez 
des rats dans lesquels un œdème liquidien a été induit augmente aussi le processus 
de clairance [309]. Malheureusement cet effet bénéfique diminue fortement 
lorsque les lésions de l’épithélium alvéolaire sont trop sévères [42]. A la vue de 
ces différentes stratégies augmentant la résorption liquidienne, il serait intéressant 
d’évaluer la capacité des activateurs des canaux K+, d’obtenir une stimulation, 
lorsqu’ils sont administrés seuls ou en combinaison avec des β-agonistes ou des 
catécholamines [56,77,198,225]. De plus, il faut aussi noter que les canaux 
KvLQT1 et KATP régulent l’activité et l’expression du canal CFTR [171]. Il 
faudrait donc évaluer si d’autres acteurs du transport ionique, nécessaire à la 





3) L’inflammation dans le SDRA peut-elle jouer sur la régulation de ENaC 
par les canaux K+ ? 
Un autre paramètre très important dans le SDRA, est l’inflammation avec une 
infiltration neutrophilique caractéristique, et la présence de haut niveau de 
cytokines comme le TNFα, l’IL-1β, l’Il-6 et l’IL-8. Cependant leur rôle dans le 
développement du SDRA apparaît complexe car les niveaux diffèrent selon les 
patients, et si l’administration de TNFα et d’IL-1β permet de recréer le SDRA 
chez des rongeurs, l’efficacité des stratégies anti-TNFα et anti-IL-1β semblent très 
limitées chez l’Homme [21]. Le traitement avec de l’anti-IL-8 permet toutefois de 
diminuer l’infiltration neutrophilique, et ainsi de limiter l’impact de 
l’inflammation sur le développement du SDRA [42]. De plus, il a été montré que 
l’inflammation, via le TNFα par exemple, diminue l’expression du canal ENaC 
[74,81,101,336]. Sachant que les canaux K+ régulent l’inflammation [38], il aurait 
été intéressant d’évaluer si l’activation des canaux K+ peut contrer cet impact de 
l’inflammation sur ENaC, et améliorer la capacité de résorption liquidienne, suite 
à une réponse inflammatoire. 
 
4) Impact des canaux K+ sur le processus de fibrose dans le SDRA ? 
Au-delà de la présence d’un œdème liquidien alvéolaire, le SDRA se manifeste 
aussi par le développement de fibrose dans les stades avancés du syndrome. En 
plus d’avoir un effet sur la réabsorption de liquide, il serait intéressant d’évaluer 
l’éventuel impact des canaux potassiques sur le développement fibreux qui 
conduit à l’aggravation de l’état des patients. 
Le stade fibrotique du syndrome est essentiellement du à la présence de lésions au 
niveau alvéolaire, provoquant une forte infiltration neutrophilique, empirant 
l’atteinte de l’intégrité de l’épithélium. Les fibroblastes mis à nu, vont sécréter de 
la fibrine, puis du collagène, et un dense réseau fibreux va venir occulter l’espace 
alvéolaire [21]. Au laboratoire, nous avons montré que l’activation des canaux K+ 
permet d’augmenter la vitesse de réparation des cellules épithéliales alvéolaires et 
bronchiques [185,313,314]. Une thérapie incluant l’activation des canaux K+ 
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prendrait donc tout son sens car elle agirait sur l’amélioration de la clairance 
liquidienne tout en augmentant la capacité de réparation, permettant de conserver 
une bonne intégrité épithéliale. Il est néanmoins important d’établir si le potentiel 
effet bénéfique de l’activation des canaux K+ sur la réparation des cellules 
épithéliales, ne peut pas induire un effet similaire sur la prolifération et la 
migration des fibroblastes, au cours du SDRA. 
 
5) Perspectives in vivo 
Tous nos résultats ont été obtenus par des expériences in vitro, aussi il serait 
important d’utiliser un bon modèle in vivo pour pouvoir étudier ultérieurement 
l’impact du transport potassique dans les pathologies respiratoires. J’ai focalisé 
cette partie de mon projet sur des souris transgéniques KO (J800 -/-) pour KvLQT1 
car ce canal joue un rôle déterminant tant dans la régulation du canal ENaC et de 
la clairance liquidienne alvéolaire que dans les processus de réparation épithéliale 
[171,313]. Un modèle de souris transgénique KO pour KATP existe, mais les souris 
décèdent dans les jours qui suivent leur naissance, rendant impossible les 
perspectives d’étude à ce niveau. 
A partir de ces cellules de trachée isolées de souris J800, j’ai pu déterminer que le 
courant sensible à l’amiloride est plus faible dans des cellules isolées de souris 
J800 -/- que J800 +/+. Cela concorde avec nos données obtenues à partir de modèles 
cellulaires (A549 et ATII), selon lesquelles l’inhibition du canal KvLQT1 régule à 
la baisse ENaC et le courant sodique [171]. 
Ce modèle murin est très intéressant au niveau in vitro car au laboratoire nous 
avons mis au point l’isolation de cellules épithéliales de trachées, mais aussi de 
cellules alvéolaires de type II. Ces deux modèles cellulaires seront utiles dans 
l’étude du rôle de KvLQT1 au sein de l’épithélium respiratoire. Nous pouvons 
aussi envisager d’aller évaluer in vivo l’influence de l’absence du canal KvLQT1 
sur la résolution des paramètres du SDRA, grâce par exemple à un modèle 
d’œdème induit par la bléomycine [101,150]. Il sera aussi intéressant d’observer 
un éventuel impact de l’absence du canal KvLQT1 sur le transport de chlore, via 
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CFTR et CaCC, primordial dans la pathologie de la Fibrose Kystique, car on sait 
en effet que KvLQT1 intervient dans le transport de chlore mais aussi dans la 
réparation épithéliale des cellules saines et FK [313,314]. 
6) Existe-t-il un lien entre l’hyperglycémie et les problèmes respiratoires chez 
les patients diabétiques FK ou non FK ? 
Dans la littérature, il a été démontré que les patients atteints de diabète de type I 
ou II présentent une plus forte disposition aux problèmes respiratoires [235]. De 
plus, les patients atteints de diabète relié à la Fibrose Kystique (CFRD) présentent 
une plus rapide dégradation de leur fonction respiratoire et des exacerbations plus 
fréquentes [9,192]. Dans une étude de Lanng et al., malgré l’augmentation des 
exacerbations et la diminution de la FEV1, le nombre d’infection entre le groupe 
FK et CFRD n’est pas significativement différent, même si le taux de patients 
infectés est très élevé [165]. En revanche, il a été prouvé que l’augmentation de la 
concentration de glucose, diminuait la FEV1 (volume expiratoire forcé) chez les 
patients FK [205]. 
J’étais donc parti de l’hypothèse que l’hyperglycémie, que l’on retrouve chez les 
patients FK, affecte les fonctions de l’épithélium pulmonaire. Pour évaluer cet 
impact, j’avais choisi d’étudier deux fonctions très importantes pour l’épithélium 
bronchique : le transport ionique et la réparation épithéliale, suite à des lésions. 
 
7) Impact de l’hyperglycémie sur le transport ionique dans l’épithélium 
bronchique sain et FK 
A l’aide de 2 modèles de cellules bronchiques saines ou Fibrose Kystique (CFBE-
wt et CFBE-ΔF508), j’ai étudié l’impact de l’hyperglycémie sur le transport 
ionique et les conséquences de cette hyperglycémie sur la capacité de réparation. 
J’ai choisi d’appliquer une hyperglycémie de 25 mM, mimant le niveau atteint 
chez les patients CFRD [153,154,211], après un repas, alors que les patients 
atteints de diabète de type I ou II ont une glycémie de 15 mM et les patients sains 
d’environ 5-6 mM de glucose [107,169,238,297]. Pour cette étude, j’ai traité les 
cellules CFBE-wt (exprimant le CFTR non muté) et les cellules CFBE-ΔF508 
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(« FK ») pendant 24h avec 25 mM de glucose pour mimer l’hyperglycémie des 
patients FK, j’ai aussi évalué différentes durées de traitement en haut glucose 
(24h, 48h, 7 jours). L’ajout de glucose provoquant aussi un choc osmotique, j’ai 
utilisé des conditions avec la même osmolarité : 1) « contrôle » avec 5 mM 
glucose + 20 mM mannitol, 2) « haut glucose » avec 25 mM glucose. En effet, on 
trouve plusieurs évidences dans la littérature montrant que certains acteurs du 
transport ionique comme NKCC1, voient leur activité modifiée par l’osmolarité 
[113,173]. D’ailleurs, l’activité de NKCC1 étant régulée surtout par l’osmolarité, 
je n’ai pas eu de différence d’activité entre les cellules traitées 24h en mannitol ou 
en glucose, nous indiquant que NKCC1 n’était pas sensible au glucose en tant que 
tel. 
Lorsque les cellules CFBE-wt et CFBE-ΔF508 ont été traitées 24h en condition 
hyperglycémique, le transport ionique a été perturbé, en particulier le transport 
transépithélial de chlore et le courant basolatéral de potassium. En effet, en 
condition hyperglycémique, le courant sensible à l’augmentation d’AMPc, suite à 
l’application de 10 µM de forskoline et 100 µM d’IBMX, est significativement 
diminué, tout comme le courant sensible à l’inhibiteur de CFTR (20 µM 
CFTRinh172). De manière intéressante, lorsque la face basolatérale a été 
perméabilisée pour mesurer le courant chlore strictement apical, l’hyperglycémie 
n’a pas diminué le courant chlore attribué à CFTR (courants sensibles à 
Forskoline+IBMX et à CFTRinh172). Ce résultat nous indique que l’hyperglycémie 
régule le courant transépithélial chlore à la baisse, par l’effet d’un acteur présent 
sur la face basolatérale. D’après la littérature, les canaux potassiques basolatéraux 
contrôlent le gradient électrochimique, et régulent les courants Cl- médiés par 
CFTR et CaCC [171,188,190]. J’ai ainsi démontré que l’hyperglycémie diminue 
significativement le courant potassique sensible au clofilium (KvLQT1), ce qui 
pourrait expliquer la régulation indirecte observée sur le courant chlore. Une 
atteinte des canaux K+ par l’hyperglycémie pourrait donc avoir des répercussions 
sur le courant transépithélial de chlore. 
Il est intéressant de noter que dans la littérature, le canal KvLQT1 semble jouer un 
rôle très important dans le contrôle de la glycémie et le métabolisme du glucose. 
En effet, l’insuline permet par exemple de déclencher une absorption de 
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potassium dans les cellules, or chez les souris kcnq1-/-, la réponse à l’insuline et 
l’absorption du glucose par les cellules des muscles, du foie, des reins et des 
poumons, diminuant le glucose sanguin, semblent plus importante que chez les 
souris sauvages [34]. Certaines mutations de kcnq1 sont d’ailleurs reliées à 
l’apparition de diabète de type II dans la population chinoise [243]. 
Le courant sensible au glibenclamide (KATP) présente une tendance à la 
diminution en présence de haut glucose, mais cette baisse n’est pas significative. 
Cette absence de significativité pourrait s’améliorer avec un échantillonnage plus 
important. Au niveau des spermatozoïdes, il a été prouvé que le glucose diminuait 
l’activité du canal KATP [3], il est donc probable que la tendance observée dans les 
cellules épithéliales bronchiques soit réelle. Le canal KATP est d’ailleurs essentiel 
aussi au niveau pancréatique, car dans les cellules β, l’inhibition de KATP entraîne 
une forte augmentation de la sécrétion d’insuline [111]. 
Sur les faces apicales et basolatérales des cellules épithéliales, un autre canal 
potassique est présent : KCa3.1. Dans la littérature, le canal KCa3.1 semble 
primordial pour la sécrétion d’insuline, suite à une hyperglycémie. En effet les 
souris KO pour kcnn4 (KCa3.1) ont une plus forte tolérance au glucose que chez 
les souris sauvage, alors qu’elles ont une sensibilité à l’insuline identique [86]. 
Mes résultats montrent que le canal KCa3.1, activé par 1 mM de 1-EBIO et inhibé 
par le Tram34, voit son activité légèrement diminuée par l’hyperglycémie, dans 
les cellules CFBE-ΔF508. Dans les CFBE-wt toutefois, aucune variation n’a été 
mesurée dans le courant attribué à KCa3.1, en condition hyperglycémique, par 
rapport à la condition contrôle. Cette différence de régulation par rapport au 
canaux KvLQT1 et KATP pourrait s’expliquer du fait que le canal KCa3.1, 
contrairement à KvLQT1 et KATP, est faiblement actif en condition basale, et 
nécessite un signal calcique pour s’activer. Il est intéressant de noter que dans le 
mécanisme de sécrétion d’insuline, sensible au glucose, l’hyperglycémie entraîne 
la fermeture des canaux KATP et donc une dépolarisation membranaire, puis 
l’ouverture des canaux calciques sensibles au voltage, permettant une entrée de 
calcium dans la cellule, nécessaire à la sécrétion d’insuline, et qui pourrait aussi 
stimuler les canaux potassiques sensibles au calcium [86,126]. 
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Finalement, j’ai observé que le courant transépithélial sensible à l’UTP n’était pas 
modifié par l’hyperglycémie. En revanche lorsque la face basolatérale des cellules 
a été perméabilisée, l’hyperglycémie a diminué le courant chlore apical sensible à 
l’UTP, signifiant une diminution du courant chlore passant par le canal CaCC. Il 
est possible que l’hyperglycémie n’affecte pas directement les canaux CaCC, mais 
plutôt leur régulation. Par exemple, les récepteurs purinergiques P2Y sont 
exprimés normalement dans les fibroblastes de patients diabétiques, mais leur 
activité est très fortement diminuée [292]. D’autre part, lorsque des cellules de 
rétine de rats diabétiques sont cultivées en hyperglycémie, la réponse calcique 
suite à l’activation des récepteurs P2Y est amplifiée [233,311]. Inversement, les 
récepteurs purinergiques semblent intervenir dans l’absorption de glucose par les 
cardiomyocytes [99,149]. 
La diminution du courant CFTR et potentiellement celle du courant CaCC 
montrent que l’hyperglycémie inhibe significativement le courant transépithélial 
de chlore, ce qui s’avère crucial dans une pathologie comme la FK où le courant 
chlore est déjà défectueux. De plus, il semblerait que l’hyperglycémie diminue les 
courants KvLQT1 et KATP, ce qui pourrait être la cause de la diminution du 
courant chlore dans les cellules non FK. D’ailleurs, nous avons déjà montré dans 
une étude précédente du laboratoire, que ces canaux K+ régulaient l’expression de 
CFTR [171]. Ces résultats sont importants car en les transposant chez des patients 
FK atteints de mutation de classe IV par exemple, le faible transport de chlore 
pourrait subir un impact négatif de l’hyperglycémie. 
Il serait intéressant de mesurer si les expressions génique et protéique de ces 
canaux ont aussi été modifiées par l’hyperglycémie, car il n’est pas déterminé si la 
régulation de l’activité totale observée, est due à une variation d’expression, 
d’adressage à la membrane ou d’activité. 
 
8) Impact de l’hyperglycémie sur la réparation épithéliale de base ? 
Au-delà du dérèglement du transport ionique, l’hyperglycémie affecte une autre 
fonction primordiale de l’épithélium respiratoire, à savoir la réparation épithéliale. 
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L’impact de l’hyperglycémie sur cette fonction est d’autant plus intéressante à 
évaluer que la réparation épithéliale présente un retard dans les épithéliums des 
patients diabétiques de type I ou II [122,322,337]. En effet, les cellules 
épithéliales de peau ou de cornée des patients atteints de diabète, possèdent une 
capacité de réparation épithéliale nettement diminuée, comparée aux cellules de 
patients sains [39,302]. D’un autre côté, nos résultats, même en absence 
d’hyperglycémie, montrent que les cellules FK ont un retard de réparation par 
rapport aux cellules saines [120,185,313,314]. Il était donc intéressant d’évaluer 
l’impact de l’hyperglycémie sur un modèle FK, pour voir si l’hyperglycémie 
accentue le retard de réparation des cellules FK. Dans le modèle cellulaire utilisé, 
l’hyperglycémie entraîne un ralentissement de la vitesse de réparation, mais celle-
ci est faible, surtout dans les cellules FK, par rapport à celle reportée dans d’autres 
épithélium. Deux hypothèses peuvent être émises, à savoir 1) un modèle cellulaire 
(CFBE) qui n’est pas adapté à l’étude de l’hyperglycémie, 2) la vitesse de 
réparation des cellules FK (CFBE-ΔF508) qui est déjà très faible et qu’il est 
difficile de ralentir encore plus. Pour étayer mon étude, il serait intéressant 
d’évaluer l’impact de l’hyperglycémie sur d’autres modèles cellulaires en lignée, 
ou de façon plus pertinente, sur des cellules en culture primaire, issues des voies 
aériennes de patients FK ou non. 
 
9) Impact de l’hyperglycémie sur la réparation épithéliale lors de la 
correction de CFTR ? 
L’une des voies curatives de la FK envisagée depuis quelques années est l’action 
de molécules correctrices du canal CFTR, qui améliorent l’adressage du canal à la 
membrane apicale [232]. De plus, notre laboratoire a démontré une amélioration 
significative de la réparation épithéliale dans les cellules CFBE-ΔF508, suite à la 
correction du CFTR avec le correcteur VRT325. Malheureusement, nos résultats 
montrent que lorsque ces cellules CFBE-ΔF508 sont traitées 48h avec 25 mM de 
glucose et 5 µM de VRT325, l’amélioration de la réparation que procurait le 
correcteur a été abolie. Ce résultat est très important d’un point de vue clinique, 
car il permet d’envisager les limites des traitements par les correcteurs, à cause de 
l’hyperglycémie chez les patients CFRD. 
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10) Effet de la fluctuation de glucose au cours de la journée ? 
Puisque physiologiquement, la glycémie varie dans la journée, j’ai également 
évalué l’effet de fluctuations de glucose toutes les 3 heures durant la journée, 
pendant 3 jours. Cette expérience n’a pas permis d’observer un effet du glucose 
sur la réparation, probablement à cause du trop grand nombre de changement de 
milieu, qui a pu perturber les mécanismes de réparation. 
 
11) Effet de la composante inflammatoire dans l’impact de l’hyperglycémie 
sur la réparation épithéliale ? 
Notre modèle évaluant l’impact de l’hyperglycémie sur des cellules CFBE-wt et 
CFBE-F508 présentait plusieurs limites dans sa comparaison avec l’effet de 
l’hyperglycémie en condition physiologique chez des patients FK. En effet, la FK 
présente une très forte inflammation, caractérisée par un profil de cytokines 
inflammatoires telles que le TNFα et l’IL-8, et une infection quasi permanente 
(Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus, etc) [133,245,347]. Dans la 
littérature, il a d’ailleurs été démontré que l’inflammation ralentissait la réparation 
épithéliale [79,123,229,335]. 
Mes résultats montrent toutefois que la présence d’IL-8 (voir section III.C, figure 
60), de TNFα ou d’anticorps anti-IL-8 n’ont pas modifié la réponse à 
l’hyperglycémie sur la réparation épithéliale. Ces expériences ne peuvent toutefois 
pas permettre d’exclure le rôle de l’inflammation dans la réponse de 
l’hyperglycémie. En effet, j’ai testé individuellement, deux des principaux acteurs 
de l’inflammation (IL-8 et TNFα), or chez les patients FK, on assiste plutôt à une 
combinaison de multiples cytokines pro-inflammatoires [59,60,162,240]. Il serait 
donc important d’évaluer l’impact d’une telle combinaison, sur la réparation 
épithéliale. De plus, il est possible que les cellules CFBE transformées soient 
naturellement peu sensibles aux cytokines pro-inflammatoires comparées à des 
cellules primaires. Il faudrait pour s’en assurer évaluer les différents aspects 
susceptibles d’être modifiés par les cytokines pro-inflammatoires, et effectuer des 
tests sur d’autres modèles cellulaires. 
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12) Effet de la composante infectieuse dans l’impact de l’hyperglycémie sur la 
réparation épithéliale ? 
Certaines études ont démontré que l’infection ralentissait la réparation épithéliale 
[135,201,272]. Or les patients FK sont infectés de manière quasi permanente par 
différents pathogènes dont Pseudomonas aeruginosa, qui représente environ 50% 
des infections chez les adultes FK [347]. Si l’inflammation ne semble pas être en 
mesure de modifier la réparation épithéliale, mes résultats préliminaires m’ont 
permis de démontrer en revanche que la présence d’exoproduits de Pseudomonas 
aeruginosa était capable d’inhiber cette réparation. En effet les cellules CFBE-wt 
et CFBE-ΔF508 traitées 24h avec du filtrat de Pseudomonas aeruginosa (PAF) 
présentait un ralentissement important de la vitesse de réparation. Toutefois 
l’hyperglycémie ne semble pas amplifier significativement ce délais. Il est 
néanmoins probable que l’exposition de bactéries vivantes, et non pas de filtrat, 
aurait amplifié le délai de réparation. En effet, le glucose favorisant l’infection 
bactérienne, la sécrétion de produits bactériens (MMP, endotoxines, élastases, etc) 
devrait augmenter avec la glycémie. 
 
13) Quels acteurs de la migration épithéliale sont affectés par 
l’hyperglycémie ? 
Afin d’expliquer le défaut de réparation causé par l’hyperglycémie, j’ai évalué 
l’impact de l’hyperglycémie sur différents acteurs de la migration cellulaire, un 
mécanisme précoce de la réparation épithéliale. Dans la littérature, le glucose 
modifie l’expression et/ou l’activité des MMP et des intégrines 
[157,175,302,316]. Dans notre modèle toutefois, l’activité enzymatique des 
MMP-2 et MMP-9 n’a pas été modifiée par un traitement de 48h en 
hyperglycémie. L’activité enzymatique de dégradation de la caséine par les MMP-
3 et MMP-7 a aussi été évaluée, et aucune différence n’a été constatée que les 
cellules aient été traitées 48h en hyperglycémie ou non (résultats non présentés). 
Le niveau d’expression protéique total de la β1-intégrine (CD-29) n’a pas été 
modifié non plus par 24 à 48h de traitement en hyperglycémie. Néanmoins, il est 
impossible d’écarter complètement ces pistes, car l’hyperglycémie pourrait peut-
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être jouer sur l’expression protéique membranaire de CD-29 et non pas sur son 
expression totale. J’ai aussi tenté d’observer un effet de l’hyperglycémie sur 
l’activation d’EGF-R et de ERK1/2, connus pour affecter le processus de 
migration cellulaire [130,185,313,314,342,350], mais sans succès. Les conditions 
expérimentales peuvent en être la cause, car j’ai évalué l’activation de EGF-R à 
15 et 30 minutes après la création de plaies, et l’activation de ERK1/2 à 30 et 60 
minutes après la création de plaies, en condition de normo- ou d’hyperglycémie. Il 
est possible que les temps choisis ne correspondent pas aux temps où le signal de 
phosphorylation est visible. 
En résumé, j’ai démontré que l’hyperglycémie affectait le transport ionique dans 
l’épithélium bronchique sain et Fibrose Kystique, en particulier les transports de 
chlore et de potassium. J’ai aussi prouvé que l’hyperglycémie ralentissait la 
vitesse de réparation des cellules épithéliales bronchiques. Au laboratoire, nous 
avons déjà démontré que le processus de réparation épithélial était en partie 
contrôlé par le transport de chlore et de potassium, aussi, il est possible d’émettre 
l’hypothèse que l’atteinte du transport ionique suite à l’hyperglycémie, ralentisse 
le processus de réparation. Pour finir, j’ai observé que l’infection provoquait un 
défaut de réparation épithéliale, sans toutefois démontrer que ce retard de 
réparation amplifiait celui observé suite à l’hyperglycémie. 
 
14) Conclusion 
Pour conclure, mon projet de doctorat m’a permis de mettre en avant l’importance 
du transport ionique, et potassique en particulier, au niveau de l’épithélium 
respiratoire. En effet, le transport de potassium via KvLQT1 et KATP régule le 
transport de sodium au niveau alvéolaire, ce qui se traduit physiologiquement par 
un contrôle du transport liquidien alvéolaire. Ce phénomène est primordial dans 
certaines pathologies et tout particulièrement dans le SDRA où l’on assiste à la 
formation d’œdèmes liquidiens alvéolaires. J’ai aussi démontré que le transport de 
potassium était déréglé par l’hyperglycémie au niveau de l’épithélium bronchique. 
Ce dérèglement est probablement la cause du dérèglement du transport 
transépithélial de chlore et du ralentissement de la migration cellulaire. En effet, 
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des études du laboratoire ont montré que les défauts de transports de potassium et 
de chlore induisent un retard de réparation épithéliale. Il est donc possible de 
supposer que les défauts que j’ai observés suite à l’hyperglycémie, aboutissent à 
un retard dans la réparation de l’épithélium bronchique. Ce processus est pourtant 
primordial dans les pathologies respiratoires associées à des lésions épithéliales 
comme la Fibrose Kystique, et le diabète relié à la FK (CFRD) en particulier. 
Comme je l’ai détaillé dans les paragraphes précédents, mes données ouvrent la 
voie à différentes études, en particulier in vivo. Compte tenu du rôle du canal 
KvLQT1 dans l’absorption liquidienne et la réparation épithéliale, il serait 
particulièrement intéressant de suivre la résolution des paramètres du SDRA 
induits par la bléomycine (lésion, réparation épithéliale, œdème pulmonaire, 
fibrose), dans l’utilisation d’un modèle murin KO pour KvLQT1 disponible au 
laboratoire. Concernant le CFRD, il reste aussi beaucoup à faire pour mieux 
comprendre les déterminants de l’atteinte pulmonaire chez les patients CFRD afin 
de pouvoir développer des stratégies visant à limiter la progression de la maladie 
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Active Na+ absorption by alveolar ENaC is the main driving force of liquid clearance at birth and lung edema
resorption in adulthood. We have demonstrated previously that long-term modulation of KvLQT1 and KATP
K+ channel activities exerts sustained control in Na+ transport through the regulation of ENaC expression
in primary alveolar type II (ATII) cells. The goal of the present study was: 1) to investigate the role of the
α-ENaC promoter, transfected in the A549 alveolar cell line, in the regulation of ENaC expression by K+ chan-
nels, and 2) to determine the physiological impact of K+ channels and ENaC modulation on ﬂuid clearance in
ATII cells. KvLQT1 and KATP channels were ﬁrst identiﬁed in A549 cells by PCR and Western blotting. We
showed, for the ﬁrst time, that KvLQT1 activation by R-L3 (applied for 24 h) increased α-ENaC expression,
similarly to KATP activation by pinacidil. Conversely, pharmacological KvLQT1 and KATP inhibition or silencing
with siRNAs down-regulated α-ENaC expression. Furthermore, K+ channel blockers signiﬁcantly decreased
α-ENaC promoter activity. Our results indicated that this decrease in promoter activity could be mediated,
at least in part, by the repressor activity of ERK1/2. Conversely, KvLQT1 and KATP activation dose-
dependently enhanced α-ENaC promoter activity. Finally, we noted a physiological impact of changes in
K+ channel functions on ERK activity, α-, β-, γ-ENaC subunit expression and ﬂuid absorption through polar-
ized ATII cells. In summary, our results disclose that K+ channels regulate α-ENaC expression by controlling
its promoter activity and thus affect the alveolar function of ﬂuid clearance.
© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
After birth, effective gas exchange in the lungs requires alveolar
air spaces virtually free of ﬂuid, except for the alveolar sub-phase lin-
ing the alveolar surface. Liquid clearance from the alveolus to the
interstitium is mainly driven by active ion transport across alveolar
epithelial cells. The crucial role of Na+ absorption in this process
has been demonstrated by several experimental lines of evidence in
animal models [1–5].
In alveolar epithelial cells, Na+ absorption depends on passive
entry through apical Na+ channels, including non-selective NSC
channels, highly Na+-selective HSC channels and cyclic nucleotide-
gated CNG channels. At the basolateral membrane, Na+/K+-ATPase
is involved in active Na+ exit whereas K+ ions are recycled by K+
channels. NSC can be formed from α-ENaC subunits only, while HSC
are commonly described as heteromers of α-, β- and γ-ENaC subunits
[6,7]. A δ subunit, mainly expressed in the brain [8], has also, how-
ever, been identiﬁed in human lung and airway epithelial cells [9,10].
Among these various transport mechanisms, α-ENaC is a key
element for ﬂuid absorption at birth and for edema resorption in adult-
hood. Indeed, it has been shown that α-ENaC-deﬁcient (α-ENaC(−/−))
neonatal mice are unable to clear alveolar ﬂuid at birth and rapidly
die from respiratory distress [11]. Moreover, α-ENaC silencing with
siRNAs reduces basal alveolar ﬂuid clearance and prevents stimulation
by β-adrenoceptors [12]. β- and γ-ENaC also participate in alveolar
clearance, but seem less critical than α-ENaC in mice since β- and
γ-ENaC null neonates do not go into respiratory distress but probably
die from hyperkalemia [13,14].
Several strategies have been adopted to up-regulate ENaC activ-
ity and expression in an attempt to subsequently stimulate ﬂuid
clearance. ENaC activity can be directly modulated by cAMP or β-
adrenergic receptor agonists, for example, by increasing channel
open probability or the number of active channels at the plasma
membrane (for review see [15]). ENaC currents are also regulated
after changes in ENaC membrane trafﬁcking and stability through
ubiquitination mechanisms [16]. ENaC gene expression is mainly
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regulated by glucocorticoids [17–19] and catecholamines [20].
Mouse, rat and human α-ENaC promoters [17,21,22] have been
cloned. The 2.9-kb α-ENaC promoter construct cloned from a
mouse genomic library [17], is fully functional and allows the modu-
lation of ENaC transcription by glucocorticoids and transforming
growth factor-beta (TGFβ) in alveolar and kidney cells, for exam-
ple [17,18,23,24]. Multiple consensus sequences for binding of tran-
scription factors have been identiﬁed on α-ENaC promoters.
Moreover, various signaling pathways, such as Ras [25], MEK/ERK
[23,25], p38 MAPK [26] and Smad [24], are involved in the regulation
of ENaC promoter activity by glucocorticoids [18,19,22,25], tumor
necrosis factor-alpha (TNFα) [18,27] or TGFβ [23,24], for example.
α-ENaC gene expression is thus controlled by a complex regulatory
system that requires further investigation.
Several functional pieces of evidence indicate that K+ channels
also contribute to the control of lung surface ﬂuid composition and
volume. For example, Sakuma et al. observed that KATP channel acti-
vation enhanced alveolar clearance in resected human lungs [28]. In
fact, K+ channels control membrane potential and maintain the driv-
ing force for transepithelial ion and liquid transport. In primary cul-
tured alveolar type II (ATII) cells, we have identiﬁed 3 types of K+
channels, i.e. KvLQT1, KATP and KCa3.1 [29,30]. Our results have
revealed that KvLQT1 and KATP channels contribute to a major part
of K+ currents through the basolateral membrane of alveolar cells
in resting conditions [31]. We have determined that acute application
of KvLQT1 and KATP channel modulators modiﬁes Na+ and Cl− trans-
epithelial currents, measured in Ussing chambers [29]. Interestingly,
we have also observed that long-term modulation of K+ channels
(24-h treatments with KvLQT1 and KATP modulators) not only regu-
lates Na+ currents but also controls ENaC mRNA and protein expres-
sion in ATII cell monolayers [30].
We decided to further study the regulatory mechanisms of α-
ENaC mRNA expression, particularly through changes in α-ENaC pro-
moter activity, after modulation of KvLQT1 and KATP channels. Be-
cause transfection efﬁciency of the promoter constructs in primary
cultured ATII cells was too low, we focused on A549 cells, a human al-
veolar epithelial cell line with characteristics of ATII cells [19,32,33].
We ﬁrst checked for the presence of KvLQT1 and KATP channels in
these cells and tested the effects of pharmacological inhibitors and ac-
tivators of these channels on α-ENaCmRNA expression. In addition to
the KATP channel activator pinacidil [29,30], a KvLQT1 activator
(R-L3 [34–36]) that has never been investigated in alveolar ion
transport, was used. To provide direct evidence of the role of K+
channels, we also took a molecular approach involving KvLQT1
and KATP silencing with speciﬁc siRNAs. The impact of K+ channel
modulation on α-ENaC promoter activity was then evaluated after
transient transfection of a plasmid containing the 2.9-kb α-ENaC
promoter cloned upstream of the ﬁreﬂy luciferase (Luc) reporter
gene [17,18]. The mechanisms whereby changes in K+ ﬂuxes mod-
ulate α-ENaC promoter expression, especially MAPK signaling path-
ways, were then investigated. Finally, we veriﬁed the physiological
impact of changes in K+ channel functions on ERK activity, α-,
β- and γ-ENaC subunit expression, and liquid absorption through
polarized ATII cell monolayers.
2. Materials and methods
2.1. Alveolar A549 cell culture
Alveolar epithelial A549 cells were maintained in Dulbecco's mod-
iﬁed Eagle's medium (DMEM, Gibco™, Invitrogen, Burlington, ON)
with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco™, Invitrogen), 2 mM gluta-
mine (Gibco™, Invitrogen), 50 U/ml penicillin and 50 μg/ml strepto-
mycin (Gibco™, Invitrogen).
2.2. ATII cell isolation and primary culture
ATII cells were isolated from adult male Sprague–Dawley rats
(6–7 weeks), according to a well-established protocol [29–31,37]. In
brief, the lungs were washed to remove blood cells and alveolar
macrophages before treatment with elastase (Worthington, Free-
hold, NJ). They were then minced, and the resulting suspension
was ﬁltered. Alveolar cells were collected and puriﬁed by a differen-
tial adherence technique [38], which enhanced the purity of the ATII
cell pool to 86% [29,37]. This freshly-isolated cell suspension was
cultured on permeant ﬁlters (Costar Transwell, Toronto, ON) in
MEM (Gibco™, Invitrogen) containing 10% FBS (Gibco™, Invitrogen),
0.08 mg/l gentamicin, septra (3 μg/ml trimethoprime+17 μg/ml sul-
famethoxazole), 0.2% NaHCO3, 10 mM HEPES and 2 mM L-glutamine,
as described previously [29,30]. Thirty-six h after seeding, the cul-
ture medium on the apical side of the alveolar epithelial monolayers
was removed to create an air–liquid interface (ALi) and the basolat-
eral MEM-FBS-septra medium was replaced on day 3 by MEM-FBS
without septra.
2.3. PCR ampliﬁcations of ion channels
Five μg of total RNA puriﬁed from A549 cells with TRIzol reagent
according to the manufacturer's instructions (Invitrogen), were
reverse-transcribed to cDNA with MMLV reverse transcriptase (RT,
Invitrogen) in the presence of oligodT primers. cDNAs were ampliﬁed
with Taq polymerase (Invitrogen) and speciﬁc primers designed from
sequences of the following cloned human channels: hKvLQT1 (Kv7.1
[39], NM_000218, 5′taaggaagagcccaacactg3′, 5′cgatccttgctcttttctga3′,
1 μM ﬁnal concentration of each, 355-bp PCR product), hKATP
(Kir6.1 [40], NM_004982, 5′ttcaccaactggacattcct3′, 5′tttggtaccatgagg-
gaaga3′, 1 μM, 499-bp PCR product) and hα-ENaC ([41], NM_001038,
5′aacaaatcggactgcttctac3′, 5′agccaccatcatccataaa3′, 1 μM, 406-bp PCR
product). Finally, the hβ-actin primer pair (5′agagctacgagctgcctgac3′
and 5′aaagccatgccaatctcatc3′, 0.25 μM) ampliﬁed a 499-bp product.
Primer pairs were designed in distinct exons to avoid genomic
DNA ampliﬁcation. RT-PCR ampliﬁcation was undertaken according
to a well-established laboratory protocol [18,30]. Brieﬂy, the cDNA
ampliﬁcation curve was ﬁrst charted for each primer pair to deﬁne
the optimum number of cycles in the linear phase of ampliﬁcation.
The hKir6.1 product was ampliﬁed for 32 cycles, hKvLQT1 and hα-
ENaC for 26 cycles, while β-actin ampliﬁcation was stopped after
18 cycles. Since β-actin ampliﬁcation remains stable under all tested
conditions, even in the linear phase of ampliﬁcation [18,30], PCR
products were normalized with the β-actin signal for each cDNA
sample. The RT-PCR products were ﬁnally separated on agarose
gels, stained with SYBR Safe (Invitrogen) and analyzed with Ty-
phoon Gel Imager [18,30].
Total RNA from rat primary ATII cells on permeant ﬁlters was
puriﬁed with TRIzol™ reagent. For cDNA synthesis, 1 μl of random
primer (200 ng/μl, Roche, Indianapolis, IN) and 1 μl dNTPs
(10 mM) were added to 1 μg of total RNA in 10 μl H20. After heat-
ing for 5 min at 65 °C and 3-min incubation on ice, 4 μl of 5× ﬁrst
strand buffer, 2 μl of 0.1 M DTT, 1 μl of RNase-out (Invitrogen) and
1 μl of MMLV reverse transcriptase (Invitrogen) were added. The
reaction was incubated for 10 min at 25 °C for annealing of the
primers, then for 50 min at 37 °C for cDNA synthesis. The reaction
was stopped by 15-min incubation at 70 °C. For the qPCR ampliﬁca-
tion, 15 ng of cDNA were ampliﬁed with forward and reverse primers
at 225 nM each with Platinium SYBR Green qPCR superMix-UDG
(Invitrogen) in a ﬁnal volume of 15 μl. For α-ENaC (Scnn1a gene,
NM_031548, 5′cgtcactgtctgcaccctta3′, 5′cctggcgagtgtaggaagag3′), β-
ENaC (Scnn1b gene, NM_012468, 5′tacagtccctgcaccatgaa3′, 5′tggat-
catgtggtcttggaa3′) and γ-ENaC (Scnn1g gene, NM_017046, 5′ccaatg-
tatgggaactgctac3′, 5′gacttgcagcccgtactc3′), the amplicon sizes were
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128, 119 and 93 bp, respectively. 5S rRNAwas used for the normaliza-
tion of sample to sample variations. The amplicon size of 5S rRNA was
115 bp (NR_033176, 5′acagccataccaccctgaac3′, 5′aagcctacagcacccgg-
tat3′). qPCRs were ampliﬁed in a Rotor-Gene Q5 Plex (Qiagen, Toronto,
ON). After 10-min 95 °C incubation to activate Taq polymerase, the
samples were ampliﬁed for 40 cycles with a 10-s denaturation step at
95 °C, a 15-s annealing step at 58 °C and a 20-s elongation step at
72 °C. A high resolution melting curve was generated at the end of
ampliﬁcation to assess the nature of the amplicon. Standard cDNA
was also run in parallel to the samples tested in duplicate, to nor-
malize the ampliﬁcation signal from run to run. For quantitative
analysis, the ﬂuorescence signal of dsDNA with SYBR Green was
converted in a gene copy number calculated from the dilution
curve of the standard reaction. The expression of a given gene was
reported as a percentage compared to untreated cells obtained
from the same animal.
2.4. K+ channel silencing with siRNA
40,000 A549 cells were plated in Petri dishes (35 mm) and cul-
tured for 72 h in DMEM, 10% FBS and 2 mM L-glutamine (until they
reached 40–50% conﬂuence). DMEM was then replaced by OptiMEM.
siRNAs were mixed with Lipofectamine™ RNAiMAX transfection re-
agent (Invitrogen) in OptiMEM. The siRNA-RNAiMAX mix was
added drop by drop to the cells after 20-min incubation at room tem-
perature. Fresh medium (DMEM, 10% FBS and 2 mM L-glutamine)
was added onto cells after 5 h of transfection. The medium was
replaced every day for 72–96 h.
Fluorescent GAPDH siRNA (100 pmol/well, Silencer® Cy™-3-
Labeled GAPDH siRNA, Ambion Inc, Austin, TX) served to verify the
transfection efﬁciency of siRNA in A549 cells. In the experimental
conditions described above, we observed >90% ﬂuorescent-positive
A549 cells. In subsequent experiments, the cells were transfected
with stealth™ siRNA duplex oligonucleotides targeting KvLQT1
(Kcnq1-HSS142716, Invitrogen, 100 pmole) and Kir6.1 (Kcnj8-
HSS105727, Invitrogen, 50 pmole). Stealth RNAi negative control
(12935–400, Invitrogen) and Mission siRNA Universal negative con-
trol #1 (SIC001, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) were employed as neg-
ative controls, in KvLQT1 and Kir6.1 siRNA experiments, respectively.
KvLQT1 and KATP (Kir6.1) silencing was then veriﬁed by measuring
KvLQT1 and Kir6.1 mRNA by PCR.
2.5. Transient transfection of αENaC promoter and Luc assay
Alteration of α-ENaC promoter activity by K+ channel modula-
tors was tested in A549 cells, which were transiently transfected
with a 2.9-kb BamHI-MscI fragment of the mouse α-ENaC promoter
[17,18,27] cloned upstream of the ﬁreﬂy Luc reporter gene (αENaC-
Luc). pRL-SV40 (Promega, Madison, WI), a plasmid expressing
Renilla reniformis luciferase, was co-transfected for normalization
of the Luc response. Seventy-two h prior to transfection, 20,000
cells were plated in 1.9 cm2 wells of 24-well plates and cultured
without antibiotics in DMEM, 10% FBS and 2 mM L-glutamine. For
each well, 500 ng of α-ENaC-Luc plasmid was mixed with 800 pg
pRL-SV40 and 1.5 μl FuGENE® HD transfection reagent (Roche) in
200 μl OptiMEM. The mix was incorporated drop by drop after
20-min incubation at room temperature. After 5 h, the transfection
medium was replaced by a fresh medium (DMEM+antibiotics)
with or without ERK or p38 inhibitor. One h later, K+ channel mod-
ulators were included for another 24 h. Fireﬂy and Renilla luciferase
assays were then undertaken with the Dual-Luciferase Reporter
Assay System as speciﬁed by the manufacturer (Promega). Lumino-
metry was performed in a Synergy 2 luminometer (BioTek Instru-
ments, Winooski, VT).
2.6. Immunoblotting
Total proteins were solubilized in lysis buffer [150 mM NaCl,
50 mM Tris·HCl, pH 7.6, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, protease inhibitor
cocktail (Complete Mini EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche,
Mannheim, Germany)] for 30 min on ice and centrifuged at 12,000 g
for 15 min. The supernatants were collected, and protein content
was measured. After denaturation (at 95 °C for 5 min in 2× sample
buffer (62.5 mM Tris·HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 0.2% bromo-
phenol blue, 4% β-mercaptoethanol)), proteins (60–100 μg) were
separated by SDS-PAGE (7.5%) and transferred onto nitrocellulose
membranes. The membranes were ﬁrst blocked with 10% dried fat-
free milk (or 4% BSA) in TBST for 1 h at room temperature, then in-
cubated with commercial anti-KvLQT1 (dilution 1:1,000, sc-10645,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, recognizing a ~75-
kDa band), anti-Kir6.1 (dilution 1:200, sc-11224; Santa Cruz Biotech-
nology, Inc., ~50-kDa band), anti-ERK1/2 (1:1,000, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, 42- and 44-kDa proteins), anti-phospho-
ERK1/2 (1:1,000, Cell Signaling Technology), anti-p38 (1:1,000, Cell
Signaling Technology, 38-kDa band), anti-phospho-p38 (1:1,000,
Cell Signaling Technology), in TBST plus 10% milk or 2% BSA, over-
night at 4 °C. After washing with TBST, the membranes were incubat-
ed with donkey anti-goat (for KvLQT1 and Kir6.1; 1:2,000, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), goat anti-rabbit (for ERK1/2, p-ERK1/2, p38 and
p-p38, 1:2,000; Bio-Rad, Mississauga, ON) or horse anti-mouse (for β-
actin; 1:3,000, Cell Signaling Technology, 42-kDa) IgG linked to
horseradish peroxidase for 1 h. The speciﬁcity of anti-Kir6.1 and
-KvLQT1 antibodies was veriﬁed with their respective blocking pep-
tide (sc-11224P, sc10645P, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) [30,31].
Ponceau staining was also performed, and β-actin protein was
revealed (on the same blot) with a puriﬁed mouse anti-β-actin
monoclonal antibody (dilution 1:2,500, 90 min at room temperature,
CLT9001, Cedarlane Laboratory Limited, Burlington, ON) to ensure
equivalent loading. The intensity of each speciﬁc band was quantiﬁed
with Multigauge software and normalized to the β-actin signal.
2.7. Fluid transport across alveolar epithelial cell monolayers
Fluid transport across alveolar cell monolayers was measured
according to a method adapted from Fang et al. [42], with FITC-
labeled dextran (150-kDa, FD150S, Sigma-Aldrich) as volume marker.
As described previously [18,30], alveolar epithelial cell monolayers
were cultured at the ALi on 1.1 cm2 permeant ﬁlters (Costar Trans-
well), before the addition, on day 4, of 0.6 ml of culture medium
(MEM-10% FBS) containing 0.2 mg/ml FITC-dextran to the apical
side of the monolayers. At the same time, the monolayers were trea-
ted with ion channel modulators: amiloride was added on the apical
side in FITC-dextran containing MEM, while cloﬁlium, glibenclamide,
pinacidil and/or R-L3 were applied on the basolateral side of the
monolayers. The cells were then incubated at 37 °C with 5% CO2 in a
humidiﬁed incubator. After 5 min (“t5”), 100 μl of the apical and
100 μl of the basolateral medium (corresponding to the initial sam-
ple) were collected. The monolayers were then placed in a humidiﬁed
incubator for a 24-h period (“duration”), when 100-μl aliquots of api-
cal and basolateral media were collected (“t24”). Measurements were
recorded in triplicate (3 samples/ﬁlter), in 2 ﬁlters per condition, to
minimize possible variability. The FITC signal (Ex: 495, Em: 517), in
each “t5” and “t24” sample was quantiﬁed with a Synergy 2 lumin-
ometer (BioTek Instruments). Fluid transport was calculated accord-
ing to the following formula: ﬂuid absorption (μl.cm−2.h−1)=
[1−(ﬂuorescence of “t5” sample/ﬂuorescence of “t24” sample)]×initial
apical volume/surface of the ﬁlter/“duration”. Permeability to protein
(Pp) was also estimated in each monolayer, by measuring the FITC
signal in the basolateral medium. Monolayers with Pp >3% were
discarded. The absence of free FITC (unbound to dextran) was
veriﬁed by measuring FITC signal (b1%) in the supernatant, after
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trichloroacetic acid protein precipitation. Evaporative loss of ﬂuid
measured in an empty, paraﬁlm-sealed Transwell membrane, was
null.
2.8. Statistics
Average values are given as means±SE. n represents the number
of experiments that were performed on at least 4 different passages
or animals. Comparisons between groups were made by paired or
1-group t-test with Statview software (SAS Institute, Cary, NC). A
probability of Pb0.05 was considered to be signiﬁcant (P values
were reported for each experiment.).
3. Results
3.1. Evidence of KvLQT1 and KATP channels in A549 alveolar
epithelial cells
KvLQT1 and KATP (Kir6.1) channels, identiﬁed previously in ATII
cells [29–31], were evaluated in alveolar A549 cells. Primer pairs,
designed from KvLQT1 (Kv7.1, Kcnq1) and Kir6.1 (Kcnj8), respective-
ly, ampliﬁed 355- and 499-bp products from A549 cDNAs, as
expected (Fig. 1), demonstrating their presence in these cells. Expres-
sion of KvLQT1 (~75 kDa) and Kir6.1 (~50 kDa) proteins was con-
ﬁrmed by Western blotting (Fig. 1).
3.2. Regulation of α-ENaC expression by pharmacological modulators
of K+ channels
We reported previously that changes in KvLQT1 and KATP activities
induced sustained regulation of Na+ transport and ENaC mRNA and
protein expression in primary ATII cells [30]. We now evaluated alter-
ations of α-ENaC mRNA expression in A549 cells, after modulation of
KvLQT1 and KATP with various pharmacological agents, including
the KvLQT1 activator benzodiazepine R-L3 (L-364,373 [(3-R)-1,3-
dihydro-5-(2-ﬂuorophenyl)-3-(1H-indol-3-ylmethyl)-1-methyl-
2H-1,4-benzodiazepine-2-one], provided through a Merck Materi-
al Transfer Agreement). This drug has been shown to stimulate IKs
currents through KvLQT1 channels [35,36]; however, the effect of
KvLQT1 activation on ENaC regulation has never been tested before.
RT-PCR experiments revealed that R-L3 application (4 μM, 24 h) elicited
a 22.2±6.5% increase in α-ENaC mRNA expression, (Pb0.02, n=8,
Fig. 2), while pinacidil (KATP activator, 100 μM, 24 h) stimulated α-
ENaC expression by 34±4% (Pb0.007, n=7, Fig. 2), compared to
untreated A549monolayers. R-L3 and pinacidil, applied in combination,
did not have an additive effect (Fig. 2).
The impact of K+ channel inhibitors was then tested. Twenty-
four-h treatment with cloﬁlium (5 μM), an inhibitor of KvLQT1, re-
duced α-ENaC expression by 29.2±3.7% (Pb0.0002, n=7, Fig. 2).
Glibenclamide (50 μM), a KATP inhibitor, elicited a similar effect
(36±6% decrease, Pb0.001, n=7, Fig. 2). Cloﬁlium and glibencla-
mide applied in combination (Fig. 2) produced a decline of α-ENaC
mRNA expression (39±10% inhibition, Pb0.04, n=4, Fig. 2), not sig-
niﬁcantly different from cloﬁlium and glibenclamide alone. Because
large conductance Ca2+-activated K+ channels (BKCa) have been
identiﬁed in A549 cells [43,44], we also tested the effect of BKCa
inhibition and found that iberiotoxin (100 nM) failed to modulate
α-ENaC mRNA expression (Fig. 2).
3.3. Inhibition of α-ENaC mRNA expression after KvLQT1 and
KATP silencing
Because nonspeciﬁc effects of pharmacological drugs cannot be
totally ruled out, KvLQT1 (siKvLQT1) or Kir6.1 (siKir6.1) stealth siR-
NAs were deployed speciﬁcally to silence these channels and to
test if their extinction subsequently affected α-ENaC expression.
The silencing efﬁciencies of KvLQT1 and Kir6.1 channel siRNAs
were veriﬁed ﬁrst. KvLQT1 and Kir6.1 mRNA expression was mark-
edly decreased (~60% inhibition, Pb0.0002, n=8, Figs. 3A and B)
in 72 h post-transfection by their corresponding siRNAs. α-ENaC
mRNA expression (Fig. 3C) was signiﬁcantly reduced in A549
monolayers transfected with KvLQT1 (siKvLQT1, 71±9% of control,
Pb0.05, n=7, left panel) and Kir6.1 (siKir6.1, 65±10%, Pb0.02,























Fig. 1. Identiﬁcation of KvLQT1 and KATP channels in A549 alveolar epithelial cells. Aga-
rose gels showing RT-PCR products, ampliﬁed from A549 cell cDNA with PCR primer
pairs designed from human KvLQT1 (A, left panel) and KATP (Kir6.1, B, left panel). De-
tection of KvLQT1 (A, right panel) and Kir6.1 (B, right panel) proteins by Western blot
analysis of representative A549 cell lysates.
Clofilium (5 µM) (KvLQT1)
Glibenclamide (50 µM) (KATP)
R-L3 (4 µM) (KvLQT1)








































































































Fig. 2. Modulation of α-ENaC mRNA expression by K+ channel modulators in A549
cells. A549 cells were cultured until conﬂuency and treated for 24 h with R-L3 (RL, a
KvLQT1 activator, 4 μM), pinacidil (Pina, a KATP activator, 100 μM), or a combination
of these activators (RL+Pina), cloﬁlium (Cloﬁ, a KvLQT1 inhibitor, 5 μM), glibencla-
mide (Glib, a KATP inhibitor, 50 μM), a combination of these inhibitors (Cloﬁ+Glib)
or iberiotoxin (Iberio, a BKCa inhibitor, 100 nM). The data are presented as percentages
of α-ENaCmRNA expression of control untreated monolayers (Ctl), after normalization
with β-actin. Representative gels are also presented. Cells from at least 4 different pas-
sages (n>4) were used for each experimental condition. * Pb0.04.
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with negative control siRNAs. These data conﬁrmed the involve-
ment of K+ channels in the control of α-ENaC mRNA expression.
3.4. Stimulation of the α-ENaC promoter after K+ channel activation
To further study the regulatory mechanisms of α-ENaC expres-
sion, we decided to evaluate the impact of KvLQT1 and KATP channel
modulation on α-ENaC promoter activity. A549 cells were co-
transfected with the α-ENaC-Luc construct containing a functional
2.9-kb α-ENaC promoter cloned upstream of the ﬁreﬂy Luc gene
[17,18,27] and with the pRL-SV40 plasmid expressing Renilla renifor-
mis luciferase (RL) that allow normalization of the Luc response. As il-
lustrated in Fig. 4A, R-L3 dose-dependently stimulated α-ENaC
promoter activity (1.6- and 2.2-fold increases at 4 and 10 μM R-L3,
Pb0.03). Similarly, pinacidil signiﬁcantly enhancedα-ENaC promoter ac-
tivity (1.3- and 1.5-fold increment at 10 μM and 100 μM, Pb0.04, Fig. 4B).
3.5. Regulation of α-ENaC promoter activity after K+ channel inhibition
and potential signaling pathways
As reported in Fig. 5A, combined inhibition of KvLQT1 and KATP
channels elicited a decrease in α-ENaC promoter activity (43±8%
decrease, Pb0.001, column 5). We then investigated the intracellular
signaling pathways whereby K+ channel activity could control α-
ENaC expression. Because ENaC expression is regulated by p38 and
ERK1/2 MAPKs [23,26,45,46] and Kv and KATP K+ channel activities
could affect these signaling proteins [47–49], we decided to explore
their roles in the control of α-ENaC by K+ channels. Inhibition of
p38 and ERK1/2, with SB203580 (25 μM) and PD98059 (20 μM) re-
spectively, enhanced basal α-ENaC promoter activity by 1.36-fold
(column 2, Pb0.001) and 1.57-fold (column 3, Pb0.04), respectively,
while combined inhibition of both MAPKs increased it by 2.50-fold
(column 4, Pb0.02), indicating repressive activity of these MAPKs
on the α-ENaC promoter. We observed that combined inhibition of
p38 and ERK1/2 also augmented α-ENaC promoter activity measured
after K+ channel inhibition (compare columns 5 and 6, n=9,
Pb0.001).
To determine if the down-regulation of α-ENaC promoter activity
after K+ channel inhibition could be mediated by repressor activity of
p38 and/or ERK1/2, we tested the effects of cloﬁlium and glibenclamide







































































Fig. 3. Down-regulation of α-ENaC mRNA expression after KvLQT1 and KATP silencing
in A549 cells. A549 cells (at 40–50% conﬂuency) were transiently transfected with siR-
NAs against KvLQT1 (siKvLQT1, 100 pmole), Kir6.1 (siKir6.1, 50 pmole) or RNAi nega-
tive controls (siCtl), with RNAiMax transfecting agent. RNA was extracted after 72 h of
transfection. Efﬁciency of KvLQT1 and Kir6.1 silencing, by their corresponding siRNAs,
was veriﬁed by measuring inhibition of KvLQT1 (A) and Kir6.1 (B) expression (normal-
ized with β-actin and represented as % of control monolayers treated with siCtl). α-
ENaC mRNA expression was also measured in KvLQT1 or Kir6.1 siRNA-treated mono-
layers (represented as % of control monolayers treated with siCtl after normalization
with β-actin, C). Representative agarose gels are also presented. At least 6 different ex-
periments were undertaken for each experimental condition. *Pb0.05.
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Fig. 4. Stimulation of α-ENaC promoter activity after K+ channel activation in A549
cells. A549 cells were transiently co-transfected with a construct containing the
α-ENaC promoter upstream of luciferase (Luc) and with the pRL-SV40 vector coding
for Renilla reniformis luciferase (RL) for normalization of the Luc signal. After 6 h of
transfection, the cells were cultured for 24 h in DMEM or treated for 24 h with 0.5, 2,
4 or 10 μM R-L3 (A) or 5, 10, 25 or 100 μM pinacidil (B). α-ENaC promoter activity is
presented as % of untreated control cells. * Pb0.05. Mean values represent a minimum
of 5 experiments in triplicate for each condition.
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levels were not modiﬁed by 15-min to 3-h treatments with the K+
channel inhibitors, indicating that α-ENaC regulation by K+ channels
is probably independent of p38 signaling. In contrast, phospho-
proteins p42 and p44 (ERK1/2) were signiﬁcantly increased after expo-
sure to K+ channel blockers (1.8-fold rise in the pERK/ERK ratio at
15 min and 2.4-fold increment at 45 min and 3 h, compared to the con-
trols, Fig. 5C). Altogether, these data suggest that the inhibitory out-
come of K+ channel blockers could be due, at least in part, to the
repressor activity of ERK1/2 on the α-ENaC promoter.
3.6. Physiological impact of K+ channel modulation on ENaC expression
and alveolar ﬂuid clearance through ATII cell monolayers
Similarly to A549 cells, inhibition of KvLQT1 and KATP channels in po-
larized primary ATII cells cultured on permeant ﬁlters also elicited strong
activation of ERK1/2 at 15 min and 45 min (Fig. 6A). In addition, K+ chan-
nel inhibition signiﬁcantly decreased α-, β- and γ-ENaC subunit mRNA
expression.We also conﬁrmed a signiﬁcant activation ofα-ENaC expres-
sion by K+ channel activators, while β- and γ-ENaC subunit mRNA
expression were slightly but not signiﬁcantly stimulated (Fig. 6B). We
thus hypothesized that changes in K+ channel functionmay have a phys-
iological impact on liquid absorption, which is dependent, in large part
(~50–60%), on Na+ transport through ENaC. Fluid absorption from the
apical to the basolateral side of ATII cell monolayers, cultured for 4 days
at the ALi, was measured with FITC-dextran as volume marker, for 24 h
(Fig. 6C, D). Mean liquid absorption in non-treated monolayers was
1.44±0.11 μl.cm−2.h−1 (n=7). Consistent with the stimulation of
ENaC expression by pinacidil, this KATP opener also heightened ﬂuid ab-
sorption by 32±7% (Pb0.02), while R-L3 enhanced it by 45±9%
(Pb0.002). Combined treatment with both activators elicited an effect
similar to that of R-L3 alone (41±8% increase, Pb0.004). In contrast,
combined KvLQT1 and KATP channel inhibition resulted in a 71% decrease
in liquid clearance (Cloﬁ+Glib, Fig. 6B, n=6, Pb0.002). It should be
noted that this inhibition is slightly, but not signiﬁcantly higher than
that observed after amiloride (10 μM) treatment (54% inhibition,
n=6). Furthermore, combined application of K+ channel blockers with
amiloride did not further reduce alveolar absorption, compared to K+
channel inhibitors alone (Fig. 6B), indicating a common pathway.
column
p38 inh. (25 µM)




































Ctl. inh. Ctl. inh. Ctl. inh.
15 min 3 h45 min






























Ctl. inh. Ctl. inh. Ctl. inh.




















































Fig. 5. Regulation of the α-ENaC promoter after K+ channel inhibition and involvement of MAPK signaling pathways. A. A549 cells were co-transfected with the pα-ENaC-Luc con-
struct and pRL-SV40 vector. Five h after transfection, the cells were exposed to SB203580 (p38 inhibitor, 25 μM, columns 2, 4, 6) and/or PD98059 (ERK1/2 inhibitor, 20 μM, columns
3, 4, 6) or none (columns 1 and 5). One h later, cloﬁlium (25 μM) and glibenclamide (100 μM) (columns 5 and 6) were added to some wells. Fireﬂy (Luc) and Renilla (RL) luciferase
signals were measured after 24 h. α-ENaC promoter activity (Luc/RL signal) is presented as % of untreated control cells. Mean values were calculated from 9 experiments in trip-
licate for each condition. * (difference vs Ctl (column 1)): Pb0.04. § (difference in column 5 vs 6): Pb0.001. # (difference in column 4 vs 6): Pb0.03. B, C. A549 cells were treated with
cloﬁlium (25 μM)+glibenclamide (100 μM) for 15 min (15′), 45 min (45′) or 3 h, in FBS-free DMEM, before protein extraction. Representative immunoblots (p-p38 and p38 (B), p-
ERK and ERK (C)) are reported. Activation of p38 (phospho-p38/p38 ratio, B) and ERK1/2 ((phospho-p42/p44)/(p42/p44) ratio, C) is compared in the control condition (Ctl) and
after treatment with cloﬁlium and glibenclamide (inh). Mean values represent a minimum of 7 experiments for each condition. * (difference vs Ctl): Pb0.01.
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4. Discussion
This study ﬁrst demonstrated that KvLQT1 and KATP modulation
regulated A549 α-ENaC mRNA expression and α-ENaC promoter ac-
tivity. Our data also conﬁrmed the repressor activity of ERK and
showed ERK1/2 activation after treatment with K+ channel blockers,
indicating that this MAPK could be involved, at least in part, in α-
ENaC regulation by K+ channels. Finally, we demonstrated the phys-
iological impact of changes in K+ channels on α-, β- and γ-ENaC sub-
unit expressions and alveolar ﬂuid clearance in polarized ATII cells.
The observed stimulatory effect of the KATP activator pinacidil on
α-ENaC mRNA expression in A549 cells is in agreement with our pre-
vious results [30]. In addition, our ﬁndings demonstrate, for the ﬁrst
time, that KvLQT1 activation with R-L3 signiﬁcantly stimulates α-
ENaC mRNA expression, whereas its expression was reduced by
KvLQT1 or KATP inhibition, indicating that K+ channel activities con-
trol α-ENaC. We are aware that some K+ modulators lack speciﬁcity.
Glibenclamide, for example, blocks KATP [31] as well as CFTR channels.
However, CFTR has not been identiﬁed in A549 cells, suggesting that
the observed effects of glibenclamide reported in that study are spe-
ciﬁc to KATP. We cannot, however, completely rule out a nonspeciﬁc
action of the pharmacological agents. However, our complementary
molecular approach with siRNAs conﬁrmed the role of K+ channels
in the control of α-ENaC expression. It should be noted that the ob-
served inhibition of α-ENaC expression is only partial. This effect
could be explained for example, by partial K+ channel silencing. The
involvement of other K+ channels as well as other intrinsic and ex-
trinsic factors [50], in the control of ENaC expression, may be also
postulated. However, our data suggested that BKCa inhibition, for ex-
ample, did not affect α-ENaC mRNA expression.
To the best of our knowledge, our work provides the ﬁrst evidence
that KvLQT1 and KATP channels could control α-ENaC transcription
through its promoter activity. Moreover, we observed that ERK and
p38 inhibition enhances the α-ENaC promoter activity previously re-
duced by cloﬁlium and glibenclamide. These experiments, however,
did not allow us to deﬁne if the repressors ERK and p38 could be in-
volved in α-ENaC down-regulation after K+ channel inhibition. In
fact, no p38 activation was seen with 15-min to 3-h cloﬁlium and
glibenclamide treatments, indicating that the effect of K+ channels
on α-ENaC is probably independent of the p38 pathway. In contrast,
K+ channel inhibition was accompanied by ERK1/2 activation in











































































































































































































Fig. 6. Physiological impact of K+ channel modulation on ENaC regulation and ﬂuid clearance through primary ATII cell monolayers. A. Polarized primary rat ATII cells, cultured at
the ALi, were treated with cloﬁlium (25 μM)+glibenclamide (100 μM) for 15 min (15′), 45 min (45′) or 3 h, in FBS-free MEM, before protein extraction. Representative p-ERK and
ERK immunoblots are reported. Activation of the ERK1/2 ((phospho-p42/p44)/(p42/p44)) ratio is compared in the control condition (Ctl) and after treatment with cloﬁlium and
glibenclamide. Mean values were calculated from 8 experiments for each condition. * (difference vs Ctl): Pb0.02. B. ATII cells were treated for 24 h with a combination of R-L3
(4 μM) and pinacidil (Pina, 100 μM) (n=10), or a combination of cloﬁlium (Cloﬁ, 5 μM) and glibenclamide (Glib, 50 μM) (n=5). α-, β- and γ-ENaC mRNA expression, measured
by qPCR, is presented as percentages of control untreated monolayers (Ctl), after normalization with rRNA 5S. * Pb0.002. C, D. Fluid absorption (μl.cm−2.h−1) from the apical to the
basolateral side of ATII cell monolayers, cultured for 4 days at the ALi, was measured for 24 h, with FITC-labeled dextran as volume marker, in the control condition (Ctl) and in the
presence of pinacidil (100 μM), R-L3 (4 μM), a combination of both (C, n=7 in duplicate), amiloride (10 μM), a combination of cloﬁlium (25 μM) and glibenclamide (100 μM), and,
ﬁnally, a combination of cloﬁlium, glibenclamide and amiloride (D, n=6 in duplicate). Fluid clearance is represented as μl.cm−2.h−1. * (difference vs control): Pb0.02. § (difference
amil vs cloﬁ+glib+amil): Pb0.05. NS: non-signiﬁcant.
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after K+ channel inhibition, could be, at least in part, responsible for
the decrease in α-ENaC promoter activity. A relationship between
K+ channels, the ERK1/2 MAPK pathway and α-ENaC expression is
supported by other data from the literature. Indeed, it has been
reported that K+ channels could modify ERK signaling [47,49,51]. In
addition, up- [26,45] or down-regulation [23,25,46,52] of ENaC ex-
pression through ERK1/2 and p38 activation, have been reported,
depending on cell types and external stimuli. In fact, many other
pathways or signals could be involved in ENaC control by K+ chan-
nels. For example, variations of intracellular K+ concentration have
been identiﬁed as regulators of gene expression and protein synthesis
[53]. In addition, changes in K+ ﬂuxes could modify the electrochem-
ical gradient and affect the transport of other ions, including Ca2+,
which control several transcription factors [54]. Promoter activity
was evaluated in that study with a functional 2.9-kb construct of
the mouse α-ENaC promoter [17,18], including multiple consensus
sequences for binding of several transcription factors. To date, we
do not know which transcription factor could be involved in the con-
trol of α-ENaC promoter activity after changes in K+ channel ﬂuxes.
In agreement with changes in α-ENaC promoter activity and ENaC
mRNA expression after K+ channel modulation; our study also dem-
onstrated a physiological impact on liquid transport in polarized pri-
mary ATII cell monolayers. The observed enhancement of ﬂuid
absorption with pinacidil is consistent with a previous study report-
ing increased alveolar ﬂuid clearance with the KATP activator YM-
934 in resected human lungs [28]. In addition, we demonstrated, for
the ﬁrst time, that KvLQT1 activation also promoted liquid absorp-
tion. Conversely, the reduction of alveolar liquid clearance, after
KvLQT1 and KATP inhibition, conﬁrms the role of these channels in
that phenomenon. It has to be noted that alveolar clearance in the
presence of K+ channel blockers is not further decreased by the addi-
tion of 10 μM amiloride, indicating that ENaC function is already
down-regulated after K+ inhibition.
5. Conclusions
Our study, via complementary pharmacological and molecular ap-
proaches, shows, for the ﬁrst time that KvLQT1 and KATP channels con-
trol α-ENaC expression through the regulation of its promoter activity.
Moreover, K+ channel activity is involved in alveolar liquid absorption,
probably via the regulation of Na+ channels. Pharmacological modula-
tion of K+ channels could thus be identiﬁed as a strategy to promote al-
veolar clearance and lung edema resorption.
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ABSTRACT   
Airway damage and remodelling are important components of lung pathology 
progression in cystic fibrosis (CF). Although repair mechanisms are engaged to restore the 
epithelial integrity, these processes are obviously insufficient to maintain lung function in CF 
airways. Our aims were therefore to study how the basic CFTR defect could impact epithelial 
wound-healing and to determine if CFTR correction could improve it.  
Wound-healing experiments, as well as cell migration and proliferation assays, were 
performed to study the early phases of epithelial repair in human CF and non-CF airway cells. 
CFTR function was evaluated using CFTR siRNA and inhibitor GlyH101 in non-CF cells, and 
conversely after CFTR rescue with the CFTR corrector VRT-325 in CF cells.  
Wound-healing experiments first showed that airway cells from CF patients repaired 
slower than non-CF cells. CFTR inhibition or silencing in non-CF primary airway cells 
significantly inhibited wound-closure. GlyH101 also decreased cell migration and proliferation. 
Interestingly, wt-CFTR transduction in CF airway cell lines or CFTR correction with VRT-325 
in CFBE-∆F508 and primary CF bronchial monolayers significantly improved wound-healing.  
Altogether our results demonstrated that functional CFTR plays a critical role in wound-
repair, and CFTR correction may represent a novel strategy to promote the airway repair 
processes in CF.   
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In cystic fibrosis (CF), mutations of the gene coding for cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator (CFTR) Cl- channels cause dysfunction of Cl- secretion, resulting in 
unbalanced Cl-, Na+ and fluid transport that reduces mucociliary clearance in the airways [1]. 
Accumulation of viscous mucus obstructing the airways favours bacterial colonization and 
chronic inflammation. The presence of bacterial virulence factors, proteases, inflammatory 
mediators and oxidants are then responsible for airway damage and remodelling [2;3]. Severe 
bronchiectasis is the most commonly-observed structural abnormality in CF airways. 
Ultrastructural modifications in the pseudostratified airway epithelium also occur, including 
epithelial shedding in upper and lower airways as well as in alveoli [4-7], but the extent and 
severity of these anomalies are not well-defined. The outcomes of lost of epithelial integrity may 
be multiple. Indeed, epithelial shedding could play a role in bacterial colonization by favouring 
Pseudomonas aeruginosa adherence [8-11]. Moreover, the loss of ciliated cells [4;12] could 
worsen the already dysfunctional mucociliary clearance, while a decrease in the number of Clara 
[4;5] and alveolar type II cells [13] may further affect the defense against pathogens . Epithelial 
damage may be thus an important component to the progression of CF lung disease.  
After injury, epithelial tissues initiate several repair processes, including spreading and 
migration of healthy cells, proliferation of progenitor cells, and cell re-differentiation, in an 
attempt to restore the normal airway epithelial architecture [14]. These processes are controlled 
by several growth factors, including epidermal growth factor (EGF), through EGF receptors 
(EGFR), a convergent pathway producing motility and proliferative responses [3;15-19]. For 
example, we recently demonstrated that an autocrine EGF/EGFR loop and K+ channel function, 
coupled to EGF signaling, are critical for epithelial repair [19]. Despite the establishment of 
epithelial repair mechanisms and the presence in CF airways of high levels of growth factors 
stimulating them [3], airway epithelia are gradually damaged and remodelled in CF patients. 
However, it is not yet clear whether the inability of CF airways to regenerate themselves is due 
to a basic repair defect of CF airway epithelia and/or to deleterious infectious and inflammatory 
mediators. Several lines of evidence, from cellular to in vivo studies, indicate that the basic 
CFTR defect could impair epithelial repair and regeneration, even in the absence of infection. 
Indeed, abnormal and delayed regeneration of CF airway epithelia was first observed in a nude 
mice xenograft model [20]. Then, our in vitro data indicated that wound-healing and cell 






























































migration in CF bronchial CuFi cell monolayers were slower than in non-CF NuLi monolayers 
[19]. In addition, it was shown recently that CFTR inhibition or knockdown in calu-3 cells 
slowed down wound-repair and decreased lamellipodia protrusion [21].  
 
Our main hypothesis was that the early processes engaged in airway epithelial repair are 
delayed in CF airway monolayers. Because wound-closure was slower in CuFi than in NuLi cell 
lines, we decided to investigate whether the delay in airway epithelial wound-healing could be 
confirmed in primary cell monolayers from CF patients. To prove the involvement of CFTR 
channels, we then evaluated the effect of CFTR inhibition or silencing on epithelial wound-
healing, as well as on cell migration and proliferation of non-CF airway primary cells. Finally, 
we postulated that CFTR correction could improve CF airway wound-closure. Over the past few 
years, a growing number of CFTR correctors, such as VRT-325, have been shown to partially 
rescue ∆F508-CFTR maturation and function [22-25]. In this study, we tested for the first time 
the ability of VRT-325 to improve CF airway epithelial wound-healing.  
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Histological analysis of bronchial sections  
CF lung tissues were sourced from ten ∆F508/∆F508 CF transplanted patients (median age of 21 
years at the time of lung transplantation), chronically infected by Pseudomonas aeruginosa, 
alone or associated with Staphylococcus aureus, Candida albicans, Burkholderia cepacia or 
Aspergillus. Non-CF control bronchial tissues were obtained from donor organs not employed 
for transplantations. Tissue samples were fixed in OCT (Thermo Fisher Scientific, Kalamazoo, 
MI) and snap-frozen in liquid nitrogen before cutting of serial 5 µm sections and staining with 
the Rapid chrome H&E kit (Shandon, Thermo Fisher Scientific).  
 
Cell culture 
NuLi-1 and CuFi-1 cell lines, gifted by Dr. J. Zabner, University of Iowa, were used between 
passages 13 and 17 to avoid any phenotypic drift, as established originally [26]. They were 
cultured in Petri dishes coated with human placental type IV collagen (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO), in bronchial epithelial cell growth medium BEGM (Lonza, Walkersville, MD) [27].  
 






























































IB3 (CF genotype ∆F508/W1282X, ATCC) and S9 (wt-CFTR genetically repaired CF IB3 cells, 
ATCC) cell lines were grown in LHC basal medium (Invitrogen, Grand Island, NY) 
supplemented with 5% FBS and 100 U/ml of penicillin-streptomycin in Petri dishes coated with 
a solution containing 10 µg/ml fibronectin (Sigma-Aldrich), 30 µg/ml type IV collagen (Sigma-
Aldrich) and 10 µg/ml BSA.  
 
CFBE41o- airway epithelial cells [28], subsequently transduced with wt-CFTR (CFBE-wt) or 
∆F508-CFTR (CFBE-∆F508) [29], were kindly provided by Dr. J. Hanrahan (McGill 
University). They were maintain in EMEM (Invitrogen) supplemented with 10% FBS, 2 mM L-
glutamine (Invitrogen) and 100 U/ml of penicillin-streptomycin in Petri dishes (for 8 days) or on 
permeant filters (for 2 to 4 weeks) coated with 1 mg/ml BSA (Invitrogen), 0.05 mg/ml bovine 
collagen I (Invitrogen) and 1 mg/ml human fibronectin (VWR, Mont-Royal, Canada).  
 
Primary human bronchial cells were isolated from CF homozygous ∆F508/∆F508 lung 
transplants (median age 31 years, mean FEV1 23.6±2.1%) and non-CF donors, while primary 
human nasal cells were recovered after polypectomy procedures from non-CF and CF patients 
(with various genotypes, i.e. 2 homozygous ∆F508/∆F508, 1 ∆F508/A555E and 1 
C621+1G→T/P-L206W, median age 16 years, mean FEV1 of 81.6±14.2%), according to 
ethically-approved protocols. After dissection, polyps and bronchi were digested overnight, at 
4°C, under gentle agitation in MEM (Invitrogen) supplemented with 7.5% NaHCO3 (Sigma-
Aldrich), 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES (Fisher, Ottawa, Canada), 0.05 mg/ml gentamycin, 
25 U/ml penicillin-streptomycin, 0.25 µg/ml Fongizone (Invitrogen), 0.1% pronase E (Sigma-
Aldrich) and 10 µg/ml DNAse (Sigma-Aldrich). After pronase-DNAse neutralization, the cells 
were gently scraped off the remaining tissue. After washing, the cell suspension was seeded into 
flasks coated with Purecol (Cedarlane, Burlington, Canada) and cultured in complete SAGM 
(LHC basal medium supplemented with the SAGM kit (Clonetics, Walkersville, MD) and 25 
ng/ml EGF, 100 U/ml of penicillin-streptomycin, 0.07 µg/ml phosphorylethanolamine (Sigma-
Aldrich), 1.86 ng/ml ethanolamine (Sigma-Aldrich), 0.05 nM retinoic acid (Sigma-Aldrich) and 
stock 11, stock 4 and trace elements (kindly provided by Dr. Scott Randell, University of North 
Carolina).    
 
Wound-healing assay 






























































Airway epithelial cells were injured mechanically with a P10 pipette tip (6 wounds per Petri 
dish) according to a highly-reproducible technique [18;19;27]. This commonly-employed 
“wound-healing assay” allows study of the early mechanisms engaged after injury, i.e. cell 
migration and proliferation. A mark on the Petri dishes allowed us to photograph the wounds 
exactly at the same place at various times (at time 0 after injury and after 6 and/or 24 h of 
wound-closure) under light microscopy (x4 enlargement) with a digital camera. The rate of 
wound-closure, presented in µm2/h, was calculated with ImageJ software from wound area 
measured after repair compared to the initial wound area.  
 
Time-lapse experiments 
Cell migratory rates were evaluated by single-cell tracking (ImageJ software) in 
videomicroscopy experiments. NuLi and CuFi cell images were captured at 2-min intervals over 
a 60-min period of repair by a digital camera connected to an Olympus microscope (x10 
enlargement). The migration rate (µm/h) was calculated by single-cell tracking at the wound 
edge. In primary nasal cells, time-lapse experiments were performed over a 6-h period on 
subconfluent monolayers and images were captured at 5-min intervals by digital camera 
connected to a Zeiss microscope (x20 enlargement). The migration rate and cell trajectories were 
analysed by AxioVision software. 
 
Cell proliferation assays 
Cell growth during wound-healing assays was evaluated by counting NuLi and CuFi cell 
numbers after separation using 0.25% trypsin-EDTA in confluent monolayers before injury, at 
time 0 after injury and after 24 h of wound-healing [27]. Cell viability was verified by Trypan-
blue exclusion assay. Cell proliferation was also estimated by [3H]thymidine incorporation 
(Bq/cm2) during 6- and 18-h periods (0.5 µCi/ml, MP Biochemical, Irvine, CA) in subconfluent 
NuLi and CuFi cultures, as previously described [19].  
Proliferation of primary nasal cells during wound-healing was assessed by Ki-67 staining. 
Briefly, confluent nasal cell monolayers, cultured on Labtek chamber slides (Thermo Fischer 
Scientific, Rochester, NY) coated with Purecol, were fixed in methanol at -20°C at time 0 after 
injury and after 6 and 18 h of repair. Monolayers were then blocked with 3% BSA, incubated 
with anti-Ki67 antibody (Dako Denmark, Glostrup), then Alexa fluor 488 goat anti-mouse 






























































secondary antibody (Invitrogen), and finally counterstained with DAPI (Sigma Aldrich). The 
results are presented as a % of Ki-67 positive proliferating cells compared to total cells.   
 
siRNA transfections 
Cell suspensions of non-CF primary human nasal epithelial cells were transfected with a 
combination of LipofectamineTM RNAiMAX (Invitrogen) and Universal negative control or 
CFTR siRNA (Sigma-Aldrich) and plated on Purecol-coated Petri dishes. Wound-healing assays 
or RNA and protein extractions were performed 72-h post-transfection.  
 
PCR amplification of CFTR channels 
Total RNA from non-CF human primary nasal cells was purified with TRIzol reagent 
(Invitrogen). Five micrograms of total RNA were reverse-transcribed (RT) to cDNA with 
MMLV (Invitrogen) and oligo(dT) primers. cDNAs were amplified with Taq polymerase 
(Invitrogen) in the presence of specific primers for CFTR (5’-gactttgtccttgtggatgg-3’, 3’-
agcaatctggggcttagact-5’). The PCR products were separated on an 1% agarose gel stained with 
SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen), and analyzed by Typhoon Gel Imager. 
 
Immunoblotting 
After extraction with Ripa buffer, total proteins (30-50 µg) in 2X sample buffer were separated 
by SDS-PAGE (7.5%) and transferred onto nitrocellulose membranes [30]. After blocking (10% 
dried fat-free milk, 18 h, 4°C), membranes were incubated for 6 h at RT with anti-CFTR 570 or 
596 antibodies (1:1,000). β-Actin protein was revealed (on the same blot) with a purified mouse 
anti-β-actin monoclonal Ab (1:1,000, Cedarlane) to ensure equivalent loading. Intensity of the 
bands was quantified by Multi Gauge software.  
 
Electrophysiology 
Transepithelial ion currents through CFBE-∆F508 cell layers were studied by short-circuit 
current (Isc) measurement in an Ussing chamber [19;31;32]. Cells were cultured at the air-liquid 
interface on filters (Costar Transwell, Corning Inc, Corning, NY) until they formed a polarized 
epithelium with high resistance (>1200 Ω•cm2). After mounting the filters in a heated (37°C) 
Ussing chamber, a basolateral-to-apical Cl- gradient was created by bathing the basolateral side 
with normal physiological solution (141 mM NaCl, 0.78 mM NaH2PO4, 5.4 mM KCl, 1.8 mM 






























































CaCl2, 0.8 mM MgCl2, 5 mM glucose, 15 mM HEPES, pH 7.4) while the apical side was bathed 
in a low Cl- physiological solution (same composition as the physiologic solution, except for 
replacement of 116 mM NaCl by 116 mM NaGluconate).  
 
Statistics 
The data are presented as means ± SE with the number of repeated experiments and 
number of specimens indicated in the figure legends. Groups were compared by paired or 
unpaired t-test (as indicated) with Statview software (SAS Institute, Cary, NC). Probability of 




Histological alterations and remodelling of the CF airway epithelia 
 Histological alterations and remodelling of CF airways were analyzed in bronchial 
sections of lung tissues collected from 10 homozygous ∆F508/∆F508 CF patients. In 7 of the 10 
patients, we detected focal areas with normal architecture of the pseudo-stratified epithelium, 
with ciliated cells and a few goblet cells lining the lumen (Fig. 1B), similar to non-CF samples 
(Fig. 1A). However, all 10 patients presented large areas of epithelial shedding at the lobar (Fig. 
1C) and segmental (Fig. 1D) bronchial levels. In some areas, some basal cells remained attached 
to the basement membrane, while in others, it was completely denuded (Fig. 1C, 1D). Basement 
membrane thickening was observed in some tissues (Fig. 1E). In 2 of the 10 CF patients, 
partially-repaired epithelial areas, with flattened epithelial cells covering the basement 
membrane, were seen in lobar and segmental bronchial sections (Fig. 1F). In addition to 
epithelial injury, extended epithelial remodelling was noted with basal (5/10 patients) and 
secretory (7/10 patients) cell hyperplasia (Fig. 1G), gland hyperplasia and hypertrophy (10/10 
patients, Fig. 1H) as well as squamous metaplasia (7/10, Fig. 1I). Our findings thus indicated 
that the severity of epithelial damage and remodelling could be variable among areas and 
individuals. 
 
Defective repair in human CF cell lines and primary cells 
A well-established wound-healing assay with mechanical injury [18;19;27;33;34] was 
used to study the early processes of airway repair, especially cell migration and proliferation 






























































(Fig. 2). We first observed that the wound-closure rate in non-CF NuLi cell monolayers (65,645 
± 6,059 µm2/h) was significantly higher than in CF CuFi (44,266 ± 4,130 µm2/h) (Fig. 2A, n=23, 
p<0.0001). To further investigate the delay in CF wound repair, we also evaluated their 
migratory and proliferative capacity after injury. The cell migration, assessed by tracking single, 
randomly-selected cells at the wound edge in videomicroscopy experiments, showed that the 
mean migration rate of NuLi cells (59 ± 12 µm/h) was faster than that of CuFi cells (39 ± 7 
µm/h) (Fig. 2B, n=7, p<0.04). Cell growth was then compared in NuLi and CuFi repairing 
monolayers. After wounding, the mean total number of cells was reduced by 25% compared to 
the intact monolayer. After 24-h, the NuLi and CuFi cell count returned to the initial level 
measured before injury, indicating an active cell growth during wound-healing in both cell lines 
(Fig. 2C). Similarly, [3H]thymidine incorporation over a shorter period (6- and 18-h), in 
subconfluent, intact cultures indicated similar cell proliferation in both cell types (Fig. 2D).  
Therefore, the delay in CuFi wound-closure most likely seems to be due to a difference in 
migratory rather than proliferative capacity. 
Because the delay in CuFi wound-healing could be attributed to a genotypic difference between 
NuLi and CuFi cells, we decided to compare primary airway epithelial cells isolated from non-
CF and CF patients. As reported in Fig. 3A, the wound-closure rate of CF human bronchial cell 
monolayers was 63% slower than that of non-CF bronchial monolayers (p<0.03). However, 
because these CF specimens were collected from transplants with late-stage lung disease (mean 
FEV1 of 23%), we decided to examine a possible wound-healing delay in nasal primary airway 
cells from younger CF patients with better clinical conditions (mean FEV1 of 82%). Similar to 
CF bronchial cell monolayers, we found that the wound-closure in CF human nasal monolayers 
was delayed compared to non-CF (53% slower in wound-healing rate, p<0.006, Fig. 3B). Taken 
together, our results demonstrated that CF airway epithelia exhibit a defect in wound-repair after 
injury. 
 
Role of CFTR channels in wound-healing 
 To determine if the absence of functional CFTR could affect the wound-healing capacity 
and could be responsible for the defective repair, human non-CF primary nasal cells were 
transfected with either 100 nM of Universal negative control or CFTR siRNA. The efficiency of 
CFTR siRNA to down-regulate CFTR mRNA (Fig. 4A) and protein (Fig. 4B) expression was 






























































verified first. We found that partial CFTR silencing elicited a significant decrease in wound-
healing (Fig. 4C) in all 9 tested patients (mean closure rates of 79,528±12,463 and 
55,649±10,176 µm2/h in control and CFTR siRNA conditions, respectively, p<0.002).  
 To determine if the Cl- conductance through CFTR channels is involved in this 
phenomenon, the impact of the CFTR inhibitor GlyH101 on the wound-healing in non-CF 
primary nasal cell monolayers was tested. As depicted in Fig. 5A, the wound-healing rates were 
reduced by 47% after CFTR inhibition (n=6, p<0.03). The role of CFTR in cell migration 
dynamics was assessed by single-cell tracking of subconfluent non-CF primary nasal cells in 
videomicroscopy. As observed in Fig. 5B, CFTR inhibition reduced cell migration rates and 
affected cell trajectories. The effect of CFTR inhibition on cell proliferation, estimated by Ki-67 
staining of nasal cells during wound-healing, was also determined. In control condition, the 
number of Ki-67 positive cells, expressed as percentage of total cell number (DAPI-positive) was 
∼50% at 6 and 18h of wound-repair. CFTR inhibition elicited a slight, non significant decrease in 
Ki-67 positive cells at 6h (Fig. 6A), however it reduced by one-third (p<0.03) the number of 
proliferating cells at 18h of wound-healing as reported in Fig. 6A-B. Altogether, these results 
indicate that functional CFTR channels are crucial for airway wound-healing, as well as cell 
migration and proliferation processes. 
 
Impact of CFTR correction on airway wound-healing 
 Since the observed delay in CF wound-healing may be due, at least in part, to CFTR 
dysfunction, a possible beneficial impact of CFTR correction was evaluated. The wound-closure 
rates of the CF cell line IB3 and the wt-CFTR corrected IB3 (S9) cell line were compared: S9 
cell monolayers exhibited a 30% increase in the wound-healing rate compared to IB3 (Fig. 7A, 
n=20, p<0.0001.) Similarly, we noted ~1.3-fold improvement in the wound-healing capacity of 
CFBE41o- cells over-expressing wt-CFTR (CFBE-wt) relative to cells expressing ∆F508-CFTR 
(CFBE-∆F508) (n=15, p<0.0001, Fig. 7B). 
 New pharmacological tools, including the corrector VRT-325 have been shown to rescue 
misprocessed CFTR, particularly ∆F508-CFTR [22-25]. We first verified that VRT-325 was able 
to partially rescue mature (band C) CFTR protein (Fig. 8A) and to recover channel activity in 
CFBE-∆F508 cells (Fig. 8B). VRT-325 also significantly enhanced the wound-repair rates of 
CFBE-∆F508 cell monolayers (Fig. 8C, n=9, p<0.002) reaching a level closer to that of CFBE-






























































wt. Interestingly, CFTR rescue with VRT-325 also improved the wound-healing rates in all 4 
tested primary bronchial cell monolayers obtained from CF lung transplants (mean 1.8-fold 
increase in wound-closure rates, Fig. 8D, n=4, p<0.02).  
 
DISCUSSION  
Our study first revealed extended epithelial damage and remodelling in many areas of bronchial 
sections from 10 late-stage CF patients. Despite establishment of epithelial repair in an attempt 
to restore the epithelial barrier, these mechanisms seem obviously insufficient to maintain a 
normal epithelial architecture. In fact, our results on CF cell lines as well as primary airway 
epithelial monolayers demonstrate that wound-healing is delayed in CF epithelia compared to 
non-CF controls. The observed down-regulation of wound-closure in non-CF primary airway 
monolayers after CFTR inhibition or silencing suggests that functional CFTR channels are 
crucial for wound-healing, as well as cell migration and proliferation processes. Interestingly, we 
also determined that CFTR correction, by transduction with wt-CFTR or rescue with the 
corrector VRT-325, improves the wound-repair rates of CF cell monolayers. Taken together, our 
findings establish that CFTR is important in the early airway epithelial repair processes and 
highlights a new, unsuspected function of CFTR correctors that could improve the repair of 
damaged CF airway epithelia. 
 
Severity of epithelial injury and remodelling of CF airways 
Our histological analysis of CF lung sections revealed significant tissue remodelling, including 
secretory and basal cell hyperplasia, gland hypertrophy as well as squamous metaplasia in most 
patients, in agreement with previous reports [3;4;7;13;35]. Our analysis also detected areas of 
extended and severe epithelial shedding in 100% of analyzed CF patients. In 70% of patients, 
some areas retained a normal architecture, indicating that the severity and extent of airway 
epithelial injury may be variable among areas and patients, even at the time of transplantation 
[4;36].  In this study, we focused on bronchial sections; however, previous papers also reported 
marked morphological epithelial alterations in nasal upper airways [6;37], trachea [6], terminal 
and respiratory bronchioles [4;5] as well as alveoli [4;38]. Previous ultrastructural analysis 
revealed disorganization of epithelial tight junctional complexes and dysmorphology of cilia 
[6;12] .  






























































Although bronchiectasis is commonly correlated with loss of lung function in CF patients, other 
parameters, such as bronchial wall thickening, atelectasis-consolidation [39] and epithelial 
damage [12] are also associated with decline in FEV1 and poor clinical lung conditions. The lost 
epithelial integrity may favour Pseudomonas aeruginosa adherence and colonization [8-11], 
while loss of ciliated, Clara and ATII cells [4-6;12] may further diminish the defence against 
pathogens. These phenomena are thus creating a vicious circle of infections, inflammation and 
injury exacerbation, central to the progression of CF lung disease. 
 
Defective wound-healing in CF airway monolayers  
In 2 patients, we detected areas of partial epithelial repair in lobar and segmental sections. 
Evidence of alveolar epithelial regeneration in CF has also been reported [5;40]. Despite such 
evidence of epithelial repair, progressive lung tissue destruction and deterioration of clinical 
conditions [7;12], has been reported in CF patients. In fact, our data indicated that the wound-
healing process is less effective in CF than in non-CF airways, at least in vitro. Indeed, we found 
that wound-closure rates in the CF cell lines CuFi, IB3 and CFBE-∆F508 were slower than in 
related non-CF cell lines NuLi, S9 and CFBE-wt, respectively. More importantly, this delay in 
wound-healing was confirmed in primary cells from CF patients. These data indicate a basic 
defect in CF wound-healing, in a pathogen-free model. Moreover, it should be noted that the 
repair delay was observed in bronchial monolayers (a 63% difference compared to non-CF) from 
late-stage patients (mean FEV1 of 23%, median age of 31 yrs), with long background of 
infections/exacerbation, as well as in nasal epithelial cell monolayers (53% decrease) from 
younger patients (median age of 16 yrs), with early-stage disease (mean FEV1 of 82%). In 
agreement with our data, abnormal and delayed regeneration of human CF airway epithelium 
was also noted previously in a murine xenograft model, which is free of infection [20]. 
Furthermore, in the airways of CF patients, the presence of virulence factors, proteases, oxidants 
and inflammatory mediators may worsen the repair delay and further increase epithelial damage 
and remodelling.  
 
Control of wound-healing processes by CFTR 
CFTR inhibition or silencing elicited a decrease in the wound-healing rates of non-CF human 
primary airway cell monolayers (Figs. 4, 5), demonstrating the role of CFTR in that 
phenomenon. The effect of channel inhibition by GlyH101 on wound-closure, cell migration and 






























































proliferation (Figs. 5, 6) suggested that the CFTR conductance (and not only the protein per se) 
could be involved in these processes. However, the mechanisms whereby CFTR could control 
these repair mechanisms are not yet clearly defined. In fact, ion channels such as K+ and Cl- 
channels are important regulators of cell volume and intracellular calcium signalling, required 
for proliferation and migration [41;42]. Volume-dependent ClC chloride channels, for example, 
are involved in the proliferation and migration of several cell types [43-45]. Moreover, Cl- influx 
through swelling-activated Cl- channels creates local swelling that is implicated in the formation 
of microglial lamellipodia [46]. Similarly, Schiller et al. [21] recently reported that CFTR 
inhibition and silencing in airway calu-3 cells reduced wound-healing and lamellipodia 
protrusion. In addition, CFTR activity has been shown to establish endogenous, oriented 
electrical fields at the wound-edge that are required to guide cell migration and promote wound-
healing in rhesus monkey trachea [47]. In our study, it should be noted that GlyH101 and CFTR 
siRNA did not completely depress wound-repair rates (48% and 30% of inhibition, respectively). 
The partial effect of CFTR siRNA on wound-healing could be explained by the partial silencing 
of CFTR expression (40-50%). However, channels other than CFTR, especially K+ channels, 
could participate in the control of airway epithelial repair, as demonstrated by our recent results 
[18;19]. As reviewed by Schwab et al. [41], a cooperative role of Cl- channels, favouring cell 
protrusion, and of K+ channels, necessary for retraction of cell bodies during cell migration, was 
postulated. In addition to cell migration, CFTR function could also regulate cell proliferation, as 
indicated by our data (Fig. 6). Similarly, CFTR inhibition was shown to reduce renal MDCK cell 
proliferation [48]. However, higher cell proliferation was observed in regenerating CF epithelia 
in the xenograft model [20] and epithelial cell crypt proliferation was also increased in CFTR 
null mice [49]. On the contrary, wt-CFTR overexpression in CFTR-/- mice resulted in increased 
lung secretory cell proliferation [50]. From data reported in the literature, it is thus not clear how 
CFTR dysfunction would impact cell proliferation. 
Although CFTR participates in the control of wound-healing, cell migration and proliferation 
processes, several other parameters, including growth factors, inflammatory products as well as 
metalloproteinases or extracellular matrix proteins, are also contributing or modulating these 
phenomena [51].  
 
Improvement of wound-healing after CFTR rescue 






























































It has already been shown that CFTR correctors only partially rescue CFTR maturation and 
function [22;25;52;53], as also observed in our westernblotting and Ussing experiments (Fig. 8 
A-B). However, despite this partial effect, our results showed for the first time, that the CFTR 
corrector VRT-325 accelerated the wound-closure rate in CFBE-∆F508 monolayers, similarly to 
transduction with wt-CFTR in CF cell lines. Interestingly, the wound-healing of primary human 
bronchial cell monolayers was also strongly improved (by up to 1.8-fold) by VRT-325 (Fig. 8B), 
showing its beneficial effect even in specimens from late-stage CF patients. Because our results 
provide considerable evidence that CFTR controls the wound-healing process, we believe that 
improved wound-closure after VRT-325 treatment may be related to enhanced CFTR maturation. 
In fact, recent data suggested that VRT-325 may directly bind to ∆F508-CFTR [53], however, 
other nonspecific effects of this CFTR corrector cannot be excluded. In our study, VRT-325 was 
used as proof-of-concept, to show that CFTR up-regulation may favour CF airway epithelial 
wound-repair. Unfortunately, VRT-325 cytotoxicity has been reported [54], precluding its 
administration to CF patients. The effect of CFTR correctors on airway epithelial repair and 
regeneration should be verified in the future by testing new compounds with less side effects in 
CF patients (for review see [55]).  
 
In summary, our results as well as recent data in the literature [21] provide strong proof that 
CFTR function is critical for airway epithelial wound-healing in vitro. A basic CFTR defect 
could thus be responsible, at least in part, for the delayed wound-closure in CF airway 
monolayers. Interestingly, our findings also indicated that CFTR correction significantly 
accelerates CF airway wound-healing, suggesting that CFTR rescue could provide a new 
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FIGURE 1. Airway epithelial alteration and remodelling in CF patients. Microscopic 
observation of histological sections of H&E-stained lobar and segmental bronchi. The 
photograph in panel B shows an intact pseudostratified area with basal, ciliated and goblet cells 
in CF bronchial epithelium quite similar to a non-CF airway epithelium (panel A). In panels C 
and D (lobar and segmental sections, respectively), arrows show epithelial desquamation with 
complete basement membrane denudation, while arrowheads indicate areas with some basal cells 
still attached to the basement membrane. The white arrows in panel E show basement membrane 
thickening. Apparent epithelial repair, with typical flattened cells covering the basement 
membrane is observed in panel F (arrows). Basal (white arrow) and goblet (arrowheads) cell 
hyperplasia is generally evident (G) as are gland hyperplasia (H), and squamous metaplasia (I). 
Original magnification x10 (H) and x20 (A-G and I).  
 
FIGURE 2. Delayed wound-closure and cell migration in CuFi bronchial cell line. A) 
Bronchial non-CF (NuLi) and CF (CuFi) cells were mechanically injured and wound-healing 
was followed over a 6-h period. Wound-closure rates (µm2/h) and representative photographs at 
0 h and 6 h are presented. B) Cell migration rates during repair (µm/h) of NuLi and CuFi cells 
(30 cells at the wound edge per experiment, n=7, p<0.05) were calculated from live time-lapse 
videomicroscopy experiments over a 1-h period after injury to focus on cell migration and to 
avoid any significant cell proliferation. C) Cell growth during repair was estimated from the 
number of NuLi and CuFi cells counted before injury (intact), at time 0 after wounding, and 






























































finally after 24 h of repair (n=8). D) Cell proliferation of subconfluent NuLi and CuFi 
monolayers were estimated by [3H]thymidine incorporation (Bq/cm2) over a shorter period (6 
and 18h).  
 
FIGURE 3. Delayed wound-closure in human CF primary airway cell monolayers. 
Monolayers of primary human bronchial cells, from non-CF donors (n=7) and CF recipient 
patients (∆F508/∆F508, n=8, p<0.03) isolated after lung transplantation (A) and primary human 
nasal cells from non-CF and CF patients (B, n=4, p<0.006) were wounded and their wound-
healing rates (µm2/h) were compared after 6 h. Representative photographs at 0 h and 6 h after 
injury are presented on left panels.  
 
FIGURE 4. Inhibition of wound-closure after CFTR silencing in primary airway cell 
monolayers. Primary airway nasal non-CF cells were transfected with Universal negative 
control siRNA (Neg Ctl siRNA, 100 nM) or CFTR siRNA (100 nM). CFTR silencing was first 
verified by PCR (A, n=3, p<0.03) and Westernblotting with CFTR 570 Ab (B, n=6, p<0.03). C) 
Wound-healing rates (µm2/h) were measured at 6 h after injury in both conditions (Neg Ctl or 
CFTR siRNA, p <0.02), for 9 different patients (each symbol represents a different patient). 
Representative photographs at 0 h and 6 h are presented on left panel.  
 
FIGURE 5. Decreased wound-closure and cell migration after CFTR inhibition in primary 
airway cell monolayers. A) Wound-healing rate (µm2/h) of primary non-CF nasal cell 
monolayers was measured at 6 h after injury in the presence or absence of the CFTR inhibitor 
GlyH101 (20 µM, 1-h pretreatment, n=6, p<0.03). Representative photographs at 0 h and 6 h are 
presented in the left panel. B) Mean cell migration rate (µm/h, left panel) and trajectories (see 
representative tracks in right panel) were evaluated by single-cell tracking of subconfluent non-
CF primary nasal cells (15 cells / condition) in control conditions or in the presence of GlyH101 
(10 µM, 1-h pretreatment, n=6, p<0.03).  
 
FIGURE 6. Decreased cell proliferation during wound-healing of primary airway cell 
monolayers after CFTR inhibition. Cell proliferation during wound-repair of primary non-CF 
nasal cell monolayers was evaluated by Ki-67 immunostaining. A) Quantification of the number 






























































of Ki-67 positive cells (green cells), expressed as percentage of total cell number (DAPI-positive 
blue cells), at 6- and 18-h of repair is reported in control (Ctl) and GlyH101 conditions  (20 µM, 
1-h pretreatment, n=3, p<0.03). Representative photographs (x10 and x20 enlargement) of Ki-
67- and DAPI-staining, as well as merged images, in the absence of Ki-67 Ab (Neg Ctl Ki-67), 
in control condition (Ctl) and in the presence of GlyH101 (at 18h of repair) are presented in B.  
 
FIGURE 7. Increased wound-healing capacity after CFTR correction in CF cell lines. 
Wound-closure rates of the CF cell line IB3 and the IB3 cell line corrected with wt-CFTR (S9 
cell line) (A, n=18, p<0.0001) and CFBE41o- cells over-expressing ∆F508- or wt-CFTR 
(respectively, CFBE-∆F508 and CFBE-wt, B, n=21, p<0.0001) were monitored over a 24-h and 
6-h period, respectively. Representative photographs are presented in the left panels.  
 
FIGURE 8. CFTR correction with VRT-325 enhanced the wound-repair capacity of CF 
cell monolayers. A) CFTR rescue in CFBE-∆F508 cells with the corrector VRT-325 (5 µM, 24h 
pretreatment) was verified by Westernblotting with CFTR 596 Ab. CFBE-∆F508 cells were 
cultured on permeant filters at the air-liquid interface and treated or not for 24h with VRT-325 
before short-circuit current measurements (Isc) in an Ussing chamber (B). Filters were bathed 
with asymmetrical physiological medium (high Cl- on the basolateral side and low Cl- on the 
apical side) and treated sequentially with 10 µM amiloride, then with a combination of 10 µM 
forskolin and 100 µM IBMX, followed by 30 µM genistein and, finally, 20 µM CFTRInh-172. 
Representative Isc traces are reported for each condition. CFBE-∆F508 and CFBE-wt cells (C) 
as well as primary human CF bronchial cell monolayers (D) were wounded and wound-closure 
rates (µm2/h) were monitored over a 6-h period, in control condition (Ctl) or after treatment with 
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FIGURE 1. Airway epithelial alteration and remodelling in CF patients. Microscopic observation of 
histological sections of H&E-stained lobar and segmental bronchi. The photograph in panel B shows an intact 
pseudostratified area with basal, ciliated and goblet cells in CF bronchial epithelium quite similar to a non-CF 
airway epithelium (panel A). In panels C and D (lobar and segmental sections, respectively), arrows show 
epithelial desquamation with complete basement membrane denudation, while arrowheads indicate areas 
with some basal cells still attached to the basement membrane. The white arrows in panel E show basement 
membrane thickening. Apparent epithelial repair, with typical flattened cells covering the basement 
membrane is observed in panel F (arrows). Basal (white arrow) and goblet (arrowheads) cell hyperplasia is 
generally evident (G) as are gland hyperplasia (H), and squamous metaplasia (I). Original magnification x10 
(H) and x20 (A-G and I).  
190x254mm (96 x 96 DPI)  
 
 
































































FIGURE 2. Delayed wound-closure and cell migration in CuFi bronchial cell line. A) Bronchial non-CF 
(NuLi) and CF (CuFi) cells were mechanically injured and wound-healing was followed over a 6-h period. 
Wound-closure rates (µm2/h) and representative photographs at 0 h and 6 h are presented. B) Cell 
migration rates during repair (µm/h) of NuLi and CuFi cells (30 cells at the wound edge per experiment, 
n=7, p<0.05) were calculated from live time-lapse videomicroscopy experiments over a 1-h period after 
injury to focus on cell migration and to avoid any significant cell proliferation. C) Cell growth during repair 
was estimated from the number of NuLi and CuFi cells counted before injury (intact), at time 0 after 
wounding, and finally after 24 h of repair (n=8). D) Cell proliferation of subconfluent NuLi and CuFi 
monolayers were estimated by [3H]thymidine incorporation (Bq/cm2) over a shorter period (6 and 18h).  
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FIGURE 3. Delayed wound-closure in human CF primary airway cell monolayers. Monolayers of 
primary human bronchial cells, from non-CF donors (n=7) and CF recipient patients (∆F508/∆F508, n=8, 
p<0.03) isolated after lung transplantation (A) and primary human nasal cells from non-CF and CF patients 
(B, n=4, p<0.006) were wounded and their wound-healing rates (µm2/h) were compared after 6 h. 
Representative photographs at 0 h and 6 h after injury are presented on left panels.  
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FIGURE 4. Inhibition of wound-closure after CFTR silencing in primary airway cell monolayers. 
Primary airway nasal non-CF cells were transfected with Universal negative control siRNA (Neg Ctl siRNA, 
100 nM) or CFTR siRNA (100 nM). CFTR silencing was first verified by PCR (A, n=3, p<0.03) and 
Westernblotting with CFTR 570 Ab (B, n=6, p<0.03). C) Wound-healing rates (µm2/h) were measured at 6 h 
after injury in both conditions (Neg Ctl or CFTR siRNA, p <0.02), for 9 different patients (each symbol 
represents a different patient). Representative photographs at 0 h and 6 h are presented on left panel.  
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FIGURE 5. Decreased wound-closure and cell migration after CFTR inhibition in primary airway 
cell monolayers. A) Wound-healing rate (µm2/h) of primary non-CF nasal cell monolayers was measured at 
6 h after injury in the presence or absence of the CFTR inhibitor GlyH101 (20 µM, 1-h pretreatment, n=6, 
p<0.03). Representative photographs at 0 h and 6 h are presented in the left panel. B) Mean cell migration 
rate (µm/h, left panel) and trajectories (see representative tracks in right panel) were evaluated by single-
cell tracking of subconfluent non-CF primary nasal cells (15 cells / condition) in control conditions or in the 
presence of GlyH101 (10 µM, 1-h pretreatment, n=6, p<0.03).  
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FIGURE 6. Decreased cell proliferation during wound-healing of primary airway cell monolayers 
after CFTR inhibition. Cell proliferation during wound-repair of primary non-CF nasal cell monolayers was 
evaluated by Ki-67 immunostaining. A) Quantification of the number of Ki-67 positive cells (green cells), 
expressed as percentage of total cell number (DAPI-positive blue cells), at 6- and 18-h of repair is reported 
in control (Ctl) and GlyH101 conditions  (20 µM, 1-h pretreatment, n=3, p<0.03). Representative 
photographs (x10 and x20 enlargement) of Ki-67- and DAPI-staining, as well as merged images, in the 
absence of Ki-67 Ab (Neg Ctl Ki-67), in control condition (Ctl) and in the presence of GlyH101 (at 18h of 
repair) are presented in B.  
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FIGURE 7. Increased wound-healing capacity after CFTR correction in CF cell lines. Wound-closure 
rates of the CF cell line IB3 and the IB3 cell line corrected with wt-CFTR (S9 cell line) (A, n=18, p<0.0001) 
and CFBE41o- cells over-expressing ∆F508- or wt-CFTR (respectively, CFBE-∆F508 and CFBE-wt, B, n=21, 
p<0.0001) were monitored over a 24-h and 6-h period, respectively. Representative photographs are 
presented in the left panels.  
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FIGURE 8. CFTR correction with VRT-325 enhanced the wound-repair capacity of CF cell 
monolayers. A) CFTR rescue in CFBE-∆F508 cells with the corrector VRT-325 (5 µM, 24h pretreatment) was 
verified by Westernblotting with CFTR 596 Ab. CFBE-∆F508 cells were cultured on permeant filters at the 
air-liquid interface and treated or not for 24h with VRT-325 before short-circuit current measurements (Isc) 
in an Ussing chamber (B). Filters were bathed with asymmetrical physiological medium (high Cl- on the 
basolateral side and low Cl- on the apical side) and treated sequentially with 10 µM amiloride, then with a 
combination of 10 µM forskolin and 100 µM IBMX, followed by 30 µM genistein and, finally, 20 µM CFTRInh-
172. Representative Isc traces are reported for each condition. CFBE-DF508 and CFBE-wt cells (C) as well as 
primary human CF bronchial cell monolayers (D) were wounded and wound-closure rates (µm2/h) were 
monitored over a 6-h period, in control condition (Ctl) or after treatment with VRT-325 (5 µM), for 18-24 h 
with before injury. p<0.02.  
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L’épithélium respiratoire recouvre les alvéoles et les voies 
aériennes, des bronchioles aux fosses nasales. Sa fonc-
tion principale est de procéder aux échanges gazeux d’O2 
et de CO2. Toutefois, les cellules de l’épithélium respira-
toire remplissent plusieurs autres fonctions essentielles 
dans la physiologie du poumon : elles synthétisent et 
sécrètent le surfactant [1], elles forment une barrière 
contre les agressions extérieures grâce à la fonction 
des cellules ciliées [2], et à leur capacité à réparer des 
lésions épithéliales [3] ou à participer à la réponse 
inflammatoire [4] ; enfin, elles régulent le volume et la 
composition des fluides recouvrant les voies aériennes et 
les alvéoles par le transport ionique et liquidien.
Dans les voies aériennes, l’équilibre entre la réabsorp-
tion de Na+ et la sécrétion de Cl- permet de maintenir 
un volume périciliaire adéquat à la fonction ciliaire 
[5]. Un déséquilibre de ces transports, comme chez les 
patients atteints de fibrose kystique (Fk), entraîne une 
réduction du volume périciliaire et un épaississement 
du mucus favorisant les infections et inflammations 
chroniques. Dans les alvéoles, la réabsorption de Na+ et 
de Cl- est essentielle à la clairance des fluides alvéo-
laires au moment de la naissance ou à la résolution de 
l’œdème pulmonaire chez l’adulte [6].
Compte tenu du rôle crucial du transport de Na+ et de 
Cl- dans la physiologie et les pathologies pulmonaires, 
les canaux Na+ et Cl- font l’objet de multiples études. 
En revanche, le rôle des canaux K+ dans la physiologie 
épithéliale pulmonaire est relativement peu étudié. À ce 
jour cependant, près de 40 types de canaux K+ y ont été 
détectés. La fonction physiologique de beaucoup d’entre 
eux reste inconnue, mais plusieurs semblent participer à 
des processus essentiels au fonctionnement du système 
respiratoire. De façon générale, dans les épithéliums, les 
canaux K+ contrôlent le potentiel de membrane et créent 
un gradient électrochimique favorable au transport ionique 
et liquidien. Cette fonction, reconnue depuis longtemps 
dans le rein, ne commence que depuis peu à susciter un 
intérêt en physiologie pulmonaire et plus particulièrement 
dans l’étude des pathologies caractérisées par un 
dysfonctionnement du transport des ions. D’autre part, ces 
canaux semblent participer aux phénomènes d’adaptation 
au niveau d’oxygène ou de défense contre les agressions 
extérieures. Nous proposons donc ici de faire le point 
sur l’identité moléculaire des canaux K+ de l’épithélium 
 pulmonaire et de discuter leur rôle physiologique.
Diversité moléculaire des canaux K+ 
de l’épithélium respiratoire
Depuis le clonage en 1987 du gène codant pour le premier 
canal K+, le gène shaker de la drosophile [7], plus de 
100 canaux K+ différents ont été détectés et regroupés en 
3 classes selon leur nombre prédit de segments transmem-
branaires (STM). La première classe comprend les canaux 
à 6 STM, elle regroupe les canaux dépendant du voltage 
> Plus de 30 canaux potassiques différents, appar-
tenant aux 3 principales classes de canaux K+, sont 
exprimés au sein de l’épithélium respiratoire recou-
vrant les voies aériennes et les alvéoles. La signifi-
cation physiologique de cette diversité est encore 
mal connue et relativement peu étudiée. Pourtant, 
plusieurs études ont démontré un rôle crucial des 
canaux KvLQT1, KCa et KATP dans le transport ioni-
que et liquidien, participant ainsi à la régulation 
de la composition et du volume des fluides pul-
monaires. D’autre part, ils participent à d’autres 
fonctions essentielles, telles que l’adaptation au 
niveau d’oxygène ou la capacité de l’épithélium à 
se défendre contre les agressions extérieures. <
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également détectés dans les cellules A549 [24] et nasa-
les, saines ou provenant de patients atteints de Fk [25].
Plusieurs canaux Kir à 2 STM sont exprimés dans l’épi-
thélium respiratoire. Les identités géniques et protéi-
ques et les propriétés fonctionnelles de deux d’entre 
eux, Kir6.1 et Kir2.1 ont été mises en évidence. Le Kir6.1, 
formant avec la sous-unité SUR2B [23] le canal KATP, 
est exprimé dans les cellules bronchiques (NuLi, CuFi) 
[11] et ATII [23], ainsi que dans les lignées A549 et 
H460 (carcinomes pulmonaires humains) (résultats non 
publiés). Le Kir2.1, lui, a été identifié dans les cellules 
ATII fœtales [26]. Les transcrits de plusieurs autres 
canaux Kir ont été détectés, mais leur fonctionnalité 
n’a pas été établie : Kir4.2 (cellules NuLi, données non 
publiées), Kir7.1 (extrait de poumon total) [27], ainsi 
que Kir3.1, 3.2, 3.3 et 3.4, aussi appelés GIRK1, 2, 3 et 4 
(lignées tumorales pulmonaires) [28].
Enfin, plusieurs canaux à 4 STM et 2 pores ont été 
détectés dans la lignée H441 : Twik1, -2, Trek1 (Twik1-
related K+ channel), -2, Task2, -3, -4, Thik1 (tandem 
pore domain halothane-inhibited potassium channel 
1) et KCNK7 [29]. Leur localisation cellulaire a été étu-
diée dans les Calu3 (cellules sous-muqueuses des voies 
aériennes humaines) : Twik1, -2 et Trek1 semblent locali-
sés à la membrane (Twik1 à la membrane apicale), tandis 
que Task2 serait localisé seulement dans des vésicules 
intracellulaires [30].
(Kv) et activés par le calcium (KCa) ; la seconde comprend les canaux à 
4 STM et 2 pores ; la troisième est composée des canaux à 2 STM et rectifi-
cation entrante (Kir). Dans l’épithélium respiratoire plus de 30 canaux K+ 
sont exprimés et répartis dans ces 3 classes (Figure 1 et Tableau 1).
Parmi les canaux Kv à 6 STM, seul le canal KvLQT1 a été clairement 
caractérisé à l’échelle génique, protéique et fonctionnelle. Il est 
exprimé tout le long des voies aériennes [8-12], ainsi que dans les cel-
lules alvéolaires [13, 14]. Ce canal serait associé à des sous-unités β 
MiRP [10] exprimées dans le poumon. Ce canal de petite conductance 
(< 3pS, pS pour picosiemens), activé par l’AMPc, participe pour une large 
part au courant K+ basolatéral mesuré en chambre de Ussing [11, 13], 
mais il pourrait également être exprimé à la membrane apicale [15].
On retrouve plusieurs autres canaux Kv, dont Kv1.1, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7, 
4.1, 4.2, 4.3, 6.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5 et 9.3, pour la plupart localisés à la 
membrane apicale et possiblement impliqués dans la sécrétion de K+, 
ainsi que les sous-unités régulatrices Kvβ1 et 2, KchIP-2 et -3 [15-
17]. Du point de vue fonctionnel, deux types de courants Kv ont été 
détectés dans les cellules ATII (cellules alvéolaires de type II). Le plus 
fréquent de type-n, à 12 pS, sensible à la 4-aminopyridine, est activé 
par des potentiels de -40 à -20 mV. Le second de type-l, activé par des 
potentiels plus élevés (- 20 à - 10 mV), est probablement peu actif au 
potentiel de repos des cellules épithéliales (- 40 mV) [18].
Deux canaux KCa fonctionnels, soit KCa3.1 et BKCa, ont été mis en évi-
dence. Le canal KCa3.1, à conductance intermédiaire, activé par les com-
posés de type 1-EBIO (1-ethyl-2-benzylimidazolinone, channel opener), 
est présent depuis les cellules épithéliales nasales jusqu’aux alvéoles 
[10-12, 14, 19-23]. Des courants BKCa, de large conductance, ont été 
Figure 1. Arbre phylogénique des canaux K+ de 
l’épithélium respiratoire. Les séquences en 
acides aminés des canaux K+ détectés dans 
les cellules épithéliales des voies aériennes 
et alvéolaires ont été alignées à l’aide du 
logiciel ClustalW. L’arbre phylogénique a 
ensuite été préparé grâce au site http://
www.phylogeny.fr/ («treeviewers », Draw-
Tree). La couleur des branches distingue les 
différentes classes de canaux K+ : à 2 STM 
(canaux à rectification entrante, en vert), à 
4 STM (canaux à 2 pores, en bleu) et à 6 STM 
(canaux Kv en orange et KCa en rouge). Les 
représentations schématiques de la topo-
logie transmembranaire de ces différentes 
classes sont également représentées. Il faut 
noter que le canal BKCa, bien que communé-
ment intégré parmi les canaux KCa à 6 STM, 
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Nom gène locus Type cellulaire Évidence Ref
Canaux dépendants du voltage et 6 STM
Kv1.1 KCNA1 12p13.32 ATII (ap) A(a) P(d,e) [16]
Kv1.3 KCNA3 1p13.3 ATII (ap) A(a) P(d,e) [16]
Kv1.4 KCNA4 11p14 ATII (ap) A(a) P(d,e) [16]
Kv1.5 KCNA5 12p13 Poumon A [17]
Kv1.7 KCNA7 19q13.3 Poumon A [17]
Kv4.1 KCND1 Xp11.23 ATII A(a) [16]
Kv4.2 KCND2 7q31 ATII (ap) A(a) P(d,e) [16]
Kv4.3 KCND3 1p13.3 ATII (ap) A(a) P(d,e) [16]




Nasales, trachée, calu3, 16HBE, ciliées bronioles term, 
NuLi, CuFi, ATII
A(a,b) P(d) F(h) [8-13]
Kv7.2 KCNQ2 20q13.3 16HBE14o- A(a) P(d) [15]
Kv7.3 KCNQ3 8q24 Calu-3 (ap, bas) R(a) P(d,f) [15]
Kv7.4 KCNQ4 1p34 Calu-3, 16HBE14o- A(a) [15]
Kv7.5 KCNQ5 6q14 Calu-3 (ap, lat), 16HBE14o- A(a) P(d,f) [15]
Kv9.3 KCNS3 2p24 ATII, A549 A(a) [16]
Canaux activés par le calcium et 6 STM
SK1 KCNN1 19q13.1 16HBE A(a) F(h) [12]
KCa3.1 KCNN4 19q13.2
Nasales (wt/Fk), trachée, calu3, 16HBE (ap, bas), HBE 
primaires, NuLi, CuFi, A549, ATII
A(a) P(d,e) F(h) [10-12 ; 14 ; 19-23]
BKCa KCNMA1 10q22.3 Nasales (wt/Fk), A549 A(a) P(d) F(g,h) [24 ; 25]
Canaux à rectification entrante et 2 STM
Kir2.1 KCNJ2 17q23-1q24.2 ATII fœtal A(a) F(g) [26]
Kir3.1 (GIRK1) KCNJ3 2q24.1 WBA, H69, H146, A549, H727, H2170, H226, H520 A(a) P(d) [28]
Kir3.2 (GIRK2) KCNJ6 21q22.13-q22.2 WBA, H69, H209, H526, A549, H727, H520 A(a) [28]
Kir3.3 (GIRK3) KCNJ9 1q21-q23






SAEC, WBA, H69, H146, H187, H209, H526, A549, H727, 
H2170, H226, H520
A(a) [28]
Kir4.2 KCNJ15 21q22.2 NuLi A(a) *
Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 ATII, NuLi, CuFi, A549, H460 A(a) P(d) F(h) [11 ; 13 ; 23]*
Kir7.1 KCNJ13 2q37 Poumon A(c) [27]
Canaux à 2 pores et 4 STM
Twik 1 KCNK1 1q42-q43 H441, calu3 A(a) F(h) [29 ; 30]
Twik 2 KCNK6 19q13.1 H441, calu3 (mb) A(a) P(d,e) F(h) [29 ; 30]
Trek 1 KCNK2 1q41 H441, calu3 (mb) A(a) P(d,e) F(h) [29 ; 30]
Trek 2 KCNK10 14q31 H441 A(a) F(h) [29]
Task 2 KCNK5 6p21 H441, calu3 (vésicules) A(a) P(d,e) F(h) [29 ; 30]
Task 3 KCNK9 8q24.3 H441 A(a) F(h) [29]
Task 4 KCNK17 6p21.2-p21.1 H441 A(a) F(h) [29]
Thik 1 KCNK13 14q31-q32 H441 A(a) F(g) [29]
KCNK7 KCNK7 11q13 H441 A(a) F(h) [29]
Tableau I. Identification des canaux K+ détectés dans les cellules épithéliales des voies aériennes et du poumon. Les canaux K+ sont regroupés par classe 
en fonction du nombre prédit de STM : à 6 STM, dépendant du voltage et activés par le calcium ; à 2 STM (à rectification entrante) et à 4 STM (à deux 
pores). Le nom du canal, du gène, la localisation sur le chromosome (locus), les types cellulaires dans lesquels le canal a été identifié sont indiqués. La 
mise en évidence au niveau génique (A), protéique (P) et/ou fonctionnel (F) et l’approche expérimentale employée sont également précisées : (a) : PCR ; 
(b) : hybridation in situ ; (c) : Northern blot ; (d) : immunoblot ; (e) : immunohistochimie ; (f) : immunofluorescence ; (g) : patch-clamp ; (h) : ussing. * : 
résultats non publiés ; (ap) : membrane apicale, (bas) : membrane basolatérale, mb : membrane ; bronioles resp. : bronchioles respiratoires ; ciliées bronioles 
term. : cellules ciliées des bronchioles terminales ; wt/Fk : cellules normales et Fk ; lat : membranes latérales ; fibrose kystique (Fk).
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Ainsi, plus de 30 sous-unités α différentes (formant les pores), 
auxquelles s’ajoutent plusieurs sous-unités β, sont exprimées dans 
l’épithélium respiratoire. Cette considérable diversité moléculaire 
des canaux K+ rend ardue leur étude fonctionnelle. Toutefois, les 
sections suivantes tentent d’analyser ce que l’on sait de leur rôle 
 physiologique.
Fonction des canaux K+ 
dans la physiologie de l’épithélium respiratoire
Échanges gazeux
La fonction principale du système respiratoire est de permettre les 
échanges gazeux d’O2 et de CO2. Notre survie dépend donc de la 
capacité du poumon à s’adapter rapidement à des changements du 
niveau d’O2. Les cellules neuro-épithéliales pulmonaires (NEB, loca-
lisées dans l’épithélium des voies aériennes), le corpuscule caroti-
dien et le muscle vasculaire lisse sont les trois principaux systèmes 
de détection de la PO2 [31]. Or ces cellules expriment  différents 
canaux K+, dont plusieurs types de canaux Kv [32, 
33], ainsi que Task [31] et BKCa [34], sensibles au 
niveau d’O2. À la suite d’une hypoxie, l’inhibition de 
ces canaux entraîne une dépolarisation membranaire, 
suivie d’un influx de Ca2+, nécessaire à la sécrétion des 
transmetteurs [31, 33]. La nature exacte de l’élément 
responsable de la détection d’O2 par les canaux K+ 
n’est pas encore clairement définie. Il a été proposé 
que le canal BKCa détecte directement les change-
ments d’O2 [34]. Toutefois, la sensibilité à l’O2 pour-
rait ne pas être intrinsèque au canal mais dépendre 
d’autres molécules telles que les espèces réactives de 
l’O2 (ROS) produites par la NADPH oxydase et/ou la 
mitochondrie [31, 33]. Les canaux K+ sensibles à l’O2 
pourraient donc contribuer à la fonction d’adaptation 
du poumon à son environnement et il a été proposé 
que leur altération participe à la  pathophysiologie de 
l’hypertension pulmonaire [33].
Figure 2. Processus de réparation de l’épithé-
lium respiratoire et canaux K+. Les différen-
tes étapes de la réparation de l’épithélium 
respiratoire consécutive à des lésions sont 
schématisées en A. La section B représente 
des photos de lésions mécaniques effectuées 
sur une monocouche de cellules alvéolaires 
en culture primaire. La monocouche intacte 
et différenciée est colorée en bleu (mar-
quage démontrant une activité phosphatase 
alcaline dans les cellules ATII). Les cellules 
en train de réparer la plaie sont étalées, elles 
présentent des pseudopodes et sont dédiffé-
renciées (absence de marquage bleu) ; cer-
taines ont deux noyaux (en cours de mitose). 
C. Modèle schématique de réparation de 
l’épithélium pulmonaire, dépendante de l’EGF 
et des canaux K+, in vitro. Dans le modèle que 
nous avons proposé à partir de nos résultats 
[13], l’EGF sécrété par les cellules lésées 
se lie aux récepteurs EGF entraînant une 
stimulation des courants K+. La migration et 
la prolifération cellulaires, processus néces-
saires à la réparation, sont largement dépen-
dantes de l’activité des canaux K+, comme le 
montrent nos études [11, 13]. EGF : facteur 
de croissance épidermique, EGFR : récepteur 
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Le mécanisme de contrôle de la migration et de la prolifération cellulaires 
par les canaux K+ n’est pas encore totalement élucidé. Toutefois, il semble 
que des changements du Ca2i+ et du volume cellulaire, secondaires aux 
efflux de K+, puissent être des signaux de prolifération [39]. D’autre part, 
l’efflux de K+ suivant l’activation de canaux K+ a été identifié comme un 
des premiers événements du phénomène d’apoptose. La diminution du 
volume cellulaire, la déplétion en [K+]i et/ou l’activation de médiateurs 
pro-apoptotiques subséquents pourraient ensuite activer des caspases 
et endonucléases ; mais on ignore s’il existe un lien direct ou des facteurs 
intermédiaires entre ces phénomènes [39]. D’un autre côté, Schwab et 
al. proposent un modèle dans lequel l’efflux de K+ par les canaux KCa3.1 
activés par une élévation du Ca2+i, favorise la rétraction du pôle de la 
cellule en migration [40]. Ainsi les canaux K+, engagés dans les processus 
de prolifération et migration, mais aussi d’apoptose, pourraient exercer 
un rôle très complexe dans l’équilibre entre ces phénomènes.
Réponse inflammatoire
La réponse inflammatoire présente dans plusieurs pathologies pul-
monaires peut intervenir à la fois dans les processus lésionnels et de 
réparation. Or, il a été montré que l’inflammation pouvait moduler les 
canaux K+. Toutefois, son effet est variable : les courants KATP (et l’ex-
pression de Kir6.1) sont stimulés dans le côlon enflammé [41], tandis 
que la probabilité d’ouverture des canaux BKCa des cellules musculaires 
lisses est réduite à la suite d’une inflammation [42]. Les médiateurs 
inflammatoires régulant les canaux K+ ne sont pas clairement définis 
mais il a été établi que l’interleukine-13 (IL-13) stimule le courant 
KCa3.1 dans les cellules bronchiques NHBE [22], tandis que le facteur de 
nécrose tumorale (TNF) augmente les efflux de K+ via le canal KATP dans 
les cardiomyocytes [43].
Inversement, les canaux K+ pourraient intervenir dans la réponse inflam-
matoire. En effet, leur inhibition réduit la production de TNF par les 
macrophages alvéolaires stimulés par les lipopolysaccharides bactériens 
(LPS) [44]. D’autre part, le glibenclamide, un inhibiteur du KATP, dimi-
nue l’infiltration par les polycnucléaires neutrophiles et les niveaux de 
TNF et d’IL-6 dans l’intestin et le poumon dans un modèle d’ischémie-
 reperfusion [45]. Cruse et al. ont également montré que l’inhibition des 
canaux KCa3.1 pourrait limiter l’infiltration des mastocytes, élément 
clef de la réponse inflammatoire chez les patients asthmatiques [46]. 
Ainsi, un lien entre l’activité des canaux K+ et la réponse inflammatoire 
pourrait exister et mériterait d’être exploré.
Contrôle du transport transépithélial ionique et liquidien
L’épithélium pulmonaire exerce des fonctions de transport essentielles à 
la physiologie du poumon à tous les stades de la vie. En effet, les sécré-
tions de Cl- et liquidienne sont primordiales dans le développement du 
poumon fœtal [47] alors que la réabsorption de Na+ favorise la clairance 
du liquide alvéolaire au moment de la naissance. Ce phénomène est 
également primordial pour la résorption de l’œdème pulmonaire [6]. 
Dans les voies aériennes, le volume périciliaire nécessaire à la fonction 
ciliaire dépend d’un équilibre entre la sécrétion de Cl- et la réabsorption 
de Na+. Chez les patients Fk, une altération de la sécrétion de Cl- entraîne 
une réduction de la clairance mucociliaire et une accumulation de 
Stabilité alvéolaire
La sécrétion de surfactant par les cellules ATII est 
cruciale pour réduire la tension de surface dans les 
alvéoles, éviter que celles-ci collapsent à l’expiration 
et permettre une bonne compliance pulmonaire. Il a 
été montré que le processus d’exocytose du surfactant 
par les corps lamellaires des cellules ATII dépend forte-
ment du signal Ca2+ [35]. Or, cet influx de Ca2+ semble 
dépendant de deux mécanismes : le gradient de H+ et 
le transport de K+ par des canaux KCa [36]. Les canaux 
K+ pourraient donc participer au contrôle de la sécré-
tion du surfactant. Toutefois, cette hypothèse reste à 
 vérifier, compte tenu du peu d’études sur ce sujet.
Réparation épithéliale
L’épithélium respiratoire est fréquemment exposé à 
des particules et à des agents pathogènes. La première 
défense contre ces agressions est assurée par le phéno-
mène de clairance mucociliaire, qui permet d’évacuer 
ces particules piégées dans le mucus, et par l’action de 
molécules antimicrobiennes/immunitaires [37]. Mal-
gré cela, des infections et une réponse inflammatoire 
peuvent se développer, menant à des lésions épithé-
liales (Figure 2A). La réparation épithéliale, nécessaire 
afin de rétablir la fonction des poumons, fait appel à 
plusieurs processus dont l’étalement des cellules, une 
dédifférenciation, une migration des cellules saines 
vers le site de la lésion, puis une prolifération, suivie 
d’une redifférenciation cellulaire (Figure 2A, 2B). Cer-
tains facteurs de croissance, tels que les facteurs de 
croissance épidermique (EGF), transformant (TGF) et 
des kératinocytes (KGF) régulent ces phénomènes. Nous 
avons démontré que les canaux K+ régulent également 
ces processus. En effet, la réparation, la migration et 
la prolifération cellulaires sont fortement dépendan-
tes de l’activité des canaux KvLQT1, KATP et/ou KCa3.1 
alvéolaires et bronchiques [11, 13]. Nos résultats indi-
quent également que l’activité et/ou l’expression des 
canaux K+ (Figure 2C) est régulée par la signalisation de 
l’EGF [11, 13]. Un tel lien entre les canaux K+ et l’EGF a 
été rapporté dans plusieurs types cellulaires. Le méca-
nisme de couplage n’est pas clairement identifié mais 
il a été proposé, par exemple, que l’augmentation de 
la probabilité d’ouverture des canaux Kv par l’EGF dans 
les cellules myéloblastiques passerait par une phospho-
rylation du canal dépendante de la protéine kinase A 
[38]. Nous montrons également que les cellules prove-
nant de patients atteints de fibrose kystique présentent 
des courants K+ réduits et une expression diminuée 
de ces canaux, couplés à une signalisation EGF/EGFR 
déficiente, pouvant en partie expliquer leur défaut de 
régénération [11].
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mucus (Figure 3B, Fk) favorisant les infections et les inflammations 
chroniques [48]. Une régulation adéquate du transport ionique et 
liquidien est donc nécessaire à la physiologie du poumon. Or, comme 
nous le détaillons ci-dessous, il est maintenant clairement établi que 
les canaux K+ jouent un rôle central dans le contrôle de la composition 
et du volume des liquides de surface alvéolaire et des voies aériennes.
Comme l’illustre le modèle schématique du transport alvéolaire (Figure 3A), 
les ions Na+ entrent passivement par les canaux Na+ apicaux (CNG, cyclic 
nucleotide-gated, HSC, highly selective cation et/ou NSC, nonselective 
cation) puis sont expulsés à la membrane basolatérale par la pompe Na+/
K+-ATPase. Les ions K+ sont recyclés par des canaux K+, qui maintiennent 
le potentiel de membrane et un gradient électrochimique favorable au 
transport des ions et des fluides. Nous avons démontré que les canaux 
KvLQT1, KATP et KCa3.1 régulent le transport alvéolaire de Na+ et de Cl- [14, 
23]. De façon intéressante, la modulation des canaux K+ régule l’expression 
des canaux ENaC et CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator) et produit un effet physiologique sur la réabsorption liquidienne 
[14]. Nous ignorons la nature du mécanisme de couplage reliant l’activité 
des canaux K+ à l’expression d’ENaC et CFTR, mais des changements de 
Ca2+i ou du rapport [Na+]i/[K+]i pourraient influencer leurs facteurs 
de transcription [14]. Nos résultats sont en accord avec les travaux 
de Sakuma et al. montrant que l’activation du canal KATP augmente 
la clairance alvéolaire dans le poumon humain ex vivo [49]. Il serait 
maintenant intéressant d’évaluer la capacité des modulateurs des canaux 
K+ à faciliter la résorption d’un œdème pulmonaire.
En ce qui concerne les voies aériennes, plusieurs mécanismes de transport 
ionique participent à la sécrétion de Cl-, tels que les canaux Cl- (dont 
CFTR), la pompe Na+/K+-ATPase, le cotransporteur Na+-K+-2Cl- (Figure 3B). 
Les canaux KvLQT1 et KCa3.1 constituent aussi des éléments 
clefs du transport de Cl-. En effet, leur inhibition réduit 
fortement la sécrétion de Cl- par les cellules des voies 
aériennes [8, 10, 19, 21]. Inversement, l’activation des 
canaux KCa3.1, qui stimule la sécrétion de Cl- [19, 21], a été 
proposée comme une stratégie prometteuse pour favoriser 
le transport de Cl- dans les tissus Fk par des canaux CFTR 
résiduels ou des canaux Cl- alternatifs (Figure 3B, Fk).
Conclusion
Parmi les 30 canaux K+ détectés, KvLQT1, KCa et KATP 
semblent occuper une place prépondérante dans la 
physiologie de l’épithélium pulmonaire, en régulant 
le transport des ions et des fluides ou la réparation 
épithéliale. Toutefois, le rôle des canaux K+ demeure 
sous-estimé ; ils pourraient participer à d’autres fonc-
tions comme, par exemple, la réponse inflammatoire 
ou l’adaptation au niveau d’O2. De plus, la fonction de 
nombreux canaux K+ n’a pas encore été élucidée et, à 
notre avis, mériterait d’être plus amplement étudiée. ‡
SUMMARY
K+ channels and lung epithelial physiology
Transcripts of more than 30 different K+ channels have 
been detected in the respiratory epithelium lining 
airways and alveoli. These channels belong to the 
3 main classes of K+ channels, i.e. i) voltage-dependent 
Figure 3. Modèles schématiques du transport 
transmembranaire par l’épithélium alvéolaire 
et des voies aériennes. A. Épithélium alvéo-
laire formé de pneumocytes de type I (ou 
cellules alvéolaires de type I, ATI) et de type 
II (ATII). B. Épithélium des voies aériennes 
normal ou de patients atteints de fibrose 
kystique (Fk). À la surface de l’épithélium Fk, 
la sécrétion de Cl- est défectueuse, le volume 
de liquide périciliaire (LPC) est réduit et l’on 
note une accumulation de mucus. Les princi-
paux mécanismes de transport engagés dans 
le transport transépithélial dans les alvéoles 
(A) et les voies aériennes (B) sont représen-
tés : aquaporine (AQP), canaux Cl- (CFTR et 
CaCC), canaux sodiques CNG (activés par les 
nucléotides cycliques), HSC (canaux haute-
ment sélectifs, ENaC) et NSC (canaux non-
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or calcium-activated, 6 transmembrane segments (TM), 
ii) 2-pores 4-TM and iii) inward-rectified 2-TM channels. The 
physiological and functional significance of this high molecu-
lar diversity of lung epithelial K+ channels is not well unders-
tood. Surprisingly, relatively few studies are focused on K+ 
channel function in lung epithelial physiology. Nevertheless, 
several studies have shown that KvLQT1, KCa and KATP K+ 
channels play a crucial role in ion and fluid transport, contri-
buting to the control of airway and alveolar surface liquid 
composition and volume. K+ channels are involved in other 
key functions, such as O2 sensing or the capacity of the res-
piratory epithelia to repair after injury. This mini-review aims 
to discuss potential functions of lung K+ channels. ‡
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Multiple K channels are expressed in the respiratory epithelium lining airways and
alveoli. Of the three main classes [1) voltage-dependent or Ca2-activated, 6-trans-
membrane domains (TMD), 2) 2-pores 4-TMD, and 3) inward-rectified 2-TMD K
channels], almost 40 different transcripts have already been detected in the lung. The
physiological and functional significance of this high molecular diversity of lung
epithelial K channels is intriguing. As detailed in the present review, K channels are
located at both the apical and basolateral membranes in the respiratory epithelium,
where they mediate K currents of diverse electrophysiological and regulatory prop-
erties. The main recognized function of K channels is to control membrane potential
and to maintain the driving force for transepithelial ion and liquid transport. In this
manner, KvLQT1, KCa and KATP channels, for example, contribute to the control of
airway and alveolar surface liquid composition and volume. Thus, K channel
activation has been identified as a potential therapeutic strategy for the resolution of
pathologies characterized by ion transport dysfunction. K channels are also involved
in other key functions in lung physiology, such as oxygen-sensing, inflammatory
responses and respiratory epithelia repair after injury. The purpose of this review is to
summarize and discuss what is presently known about the molecular identity of lung
K channels with emphasis on their role in lung epithelial physiology.
Kv channels; KCa channels; Kir channels; K2P channels; lung; ion transport;
epithelial repair; oxygen sensing; inflammation
EPITHELIAL CELLS LINING THE alveoli and airways from the nasal
cavities to the bronchioles are involved in many functions
essential to pulmonary physiology. Air conduction and gas
exchange are the main activities of the respiratory system.
However, the respiratory epithelium, frequently exposed to
external insults, has also developed various defenses to protect
itself against infections and inhaled particles. These defense
mechanisms depend, among others, on mucociliary clearance
via airway ciliated cells (10), on the capacity to regenerate an
intact respiratory epithelium after injury (22, 69), and its ability
to participate in inflammatory responses by secreting pro- and
anti-inflammatory cytokines (83). Alveolar type II (ATII) cells
synthesize and secrete surfactants, which are crucial in lower-
ing surface tension in alveoli (1). Finally, one of the main
functions of epithelial cells is to control the ionic composition
and volume of fluids at the surface of the airways and alveoli.
In fact, transepithelial transport of ions and liquid is probably
the most extensively studied function of epithelial cells. In
normal airways (Fig. 1A), the balance between Na absorption
and Cl secretion is necessary to maintain an adequate peri-
ciliary liquid volume for proper ciliary function (7). This
balance is disturbed in cystic fibrosis patients (CF; Fig. 1A),
resulting in reduced periciliary volume and mucus accumula-
tion. In alveoli (Fig. 1B), Na and Cl absorption is essential
for alveolar fluid clearance at birth as well as for the resolution
of lung edema in adults (4).
Because of the crucial role of Na and Cl transport in lung
physiology and pathophysiology, Cl and Na channels, par-
ticularly cystic fibrosis transmembrane receptor (CFTR) and
epithelial Na channel (ENaC), have been most investigated
extensively. In contrast, fewer studies have focused on the role
of K channels in pulmonary epithelial physiology. To date,
almost 40 different types of K channels have been detected in
the airways and alveolar epithelial cells, but the function of
many of them is still unknown. These channels belong to the
three main K channel classes and are characterized by various
electrophysiological and regulatory properties. Some of them
have been shown to participate in crucial processes of respi-
ratory physiology. One of the main K channel functions in
epithelia is to control membrane potential and, thus, to main-
tain an electrochemical gradient for ion and fluid transport.
Such a role of K channels, recognized for many years in the
renal epithelium, is arousing increasing interest in the physi-
ology of the pulmonary epithelium. K channels could also
participate in other crucial lung epithelial cell functions, in-
cluding adaptability to oxygen levels or mucosal defense.
The primary purpose of this review is to summarize current
knowledge of the molecular identity and electrophysiological
as well as regulatory properties of K channels expressed
along airway and alveolar epithelia. Its secondary aim is to focus
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on the proposed functions of K channels in lung physiology and
their potential role in the resolution of certain lung pathologies.
Molecular Identity of K Channels Expressed in Airway and
Alveolar Epithelial Cells
Since the cloning of the first K channel, Shaker from
Drosophila (58) in 1987, more than 100 other K channels
have been identified at the molecular level. These channels
have been classified in three main groups, according to their
predictive number of transmembrane domains (TMD). The
first class with six TMD is divided in two subgroups: the
voltage-dependent K channels (Kv) and Ca2-activated K
channels (KCa). K channels from the second class are char-
acterized by four TMD and two pores (K2P). The third class is
composed of two TMD, inward-rectified K channels (Kir).
Despite this structural heterogeneity, all K channels pos-
sess a highly conserved signature within the pore region, the
GYG (Gly-Tyr-Gly) sequence. In some types of K channels,
including human ether-a-go-go-related gene (hERG) or ATP-
sensitive K (KATP), the GYG sequence is, however, replaced
by GFG (Gly-Phe-Gly). This GY/FG sequence forms the
selectivity filter of K channels. Another common property of
K channels is their high selectivity for K over Na (100
to 1), an essential feature for their function (19, 54).
More than 30 different K channels from these three main
classes have been detected in the respiratory epithelium
(Tables 1 and 2). A phylogenic tree of K channels is
presented in Fig. 2.
Six-TMD, Kv channels. The human KvLQT1 gene (KCNQ1,
Kv7.1), responsible for human cardiac arrhythmia, was iden-
tified by positional cloning in 1996 (89). KvLQT1 expression
was subsequently reported in nasal (50), tracheal (16, 23, 95),
bronchial (Calu-3, 16HBE14o, NuLi, CuFi, ciliated cells
from terminal bronchioles) (2, 12, 16, 50, 82), and ATII (44)
epithelial cells (Table 1). It was then established that KvLQT1
coassemble with MinK to form the channel responsible for
slow delayed rectifier K current (IKs) cardiac currents (95). In
the lungs, KvLQT1 could be associated with MinK-related
protein (MiRP), possibly with MiRP1 (KCNE2, Calu-3), MiRP2
(KCNE3, trachea, Calu-3), or MiRP3 (KCNE4, lung), which
are expressed in the airways and lungs (12, 23, 79) (Table 1).
This very-small-conductance K channel (3 pS) is activated
by cAMP and inhibited by chromanol 293B (91). Among all
Kv channels from the respiratory epithelium, KvLQT1 is
probably the most studied, and evidence of their functional
expression and physiological role has been documented. A
great deal of evidence originated from Ussing chamber exper-
iments showing chromanol 293B- or clofilium-sensitive short-
Fig. 1. Schematic model of ion transport across alve-
olar and airway epithelia. A: equilibrium between Na
absorption and Cl secretion across the airway epithe-
lia is necessary to maintain adequate periciliary liquid
volume and mucociliary clearance. Cl secretion in-
volves Cl entry through a basolateral Na-K-2Cl
or K-Cl cotransporters, followed by its exit via
apical Cl channels, such as the cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator (CFTR). Cystic fi-
brosis (CF) mutations resulting in dysfunctional CFTR
channel cause reduced Cl and fluid secretion. PCL,
periciliary liquid. B: Na absorption across the alveo-
lar epithelium (alveolar type I and II cells: ATI and
ATII, respectively) involves passive Na entry via
apical Na channels [mainly epithelial Na channel
(ENaC)] with subsequent extrusion through basolateral
Na-K-ATPase. K are then recycled by basolateral
K channels. Most of the transport mechanisms in
airway (A) and alveolar (B) epithelia are presented:
sodium channels: CNG, cyclic nucleotide gated; HSC,
highly selective channel (ENaC); NSC, nonselective
channel; Cl channels: CFTR and Ca2-activated Cl
channel (CACC), K channels, Na-K-ATPase
pump, Na-K-2Cl and K-Cl cotransporters,
aquaporine (AQP).
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circuit currents across the airway epithelia in normal and CF
nasal cells (50), tracheal cells (23), Calu-3 cells (12, 53),
normal NuLi, and CF CuFi bronchial cell lines (82) as well
as in alveolar cell monolayers (81). It should be noted,
however, that we observed lower KvLQT1 expression and
currents in CF CuFi compared with normal NuLi bronchial
epithelial cells. Our Ussing chamber experiments, per-
formed with apically permeabilized monolayers, demon-
strated KvLQT1 currents through the basolateral membrane
of NuLi and CuFi bronchial cells (82). Nevertheless, Moser
et al. (53) detected KvLQT1 channels and chromanol 293B-
sensitive currents also at the apical membrane of Calu-3
monolayers by immunocytochemistry and in electrophysio-
logical experiments, respectively.
Table 1. Identification of six-TMD K channels in airways and alveolar epithelium
Name Gene Locus Cell Type Evidence Ref. No.
Six-TMD, voltage-dependent K channels
Kv1.1 KCNA1 12p13.32 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv1.3 KCNA3 1p13.3 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv1.4 KCNA4 11p14 ATII (ap) Ra Pd,e 55
Kv1.5 KCNA5 12p13 Lung R 11
Kv1.7 KCNA7 19q13.3 Lung R 11
Kv2.2 KCNB2 8q ATII Ra 55
Kv4.1 KCND1 Xp11.23 ATII Ra 55
Kv4.2 KCND2 7q31 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv4.3 KCND3 1p13.3 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv6.1 KCNG1 20q13 Lung R 11
KvLQT1 (Kv7.1) KCNQ1 11p15.5 Nasal (wt/CF) Ra, Fh 49, 50
Trachea Ra,b,c, Pf, Fh 16, 23, 95
Calu3 (ap, bas) Ra, Pf, Fh 12, 53
16HBE Ra, Fh 2, 50, 53
ciliated term bronioles Rb 16
NuLi, CuFi Ra, Pd, Fh 82
ATII Ra, Pd, Fh 44, 81
Kv7.2 KCNQ2 20q13.3 16HBE14o- Ra, Pd 53
Kv7.3 KCNQ3 8q24 Calu-3 (ap, bas) Ra, Pd,f 53
Kv7.4 KCNQ4 1p34 Calu-3, 16HBE14o- Ra 53
Kv7.5 KCNQ5 6q14 Calu-3 (ap, lat), 16HBE14o- Ra, Pd,f 53
Kv9.3 KCNS3 2p24 ATII, A549 Ra 55
-Subunits
MiRP1 KCNE2 21q22.12 Calu-3 Ra 12
MiRP2 KCNE3 11q13-q14 Calu-3 Ra 12
Trachea Ra 23
MiRP3 KCNE4 2q36.3 Lung Rc 79
KChIP2 KCNIP2 10q24 ATII Ra 55
KChIP3 KCNIP3 2q21.1 ATII Ra 55
Kv1 KCNAB1 3q26.1 ATII Ra 55
Kv2 KCNAB2 1q36.3 ATII Ra 55
Kv3 KCNAB3 17p13.1 ATII Ra 55
Six-TMD, Ca2-activated K channels
SK1 KCNN1 19q13.1 16HBE Ra, Fh 2
KCa3.1 KCNN4 19q13.2 Nasal (wt/CF) Ra, Fh 49, 74
Trachea Pe, Fh 23, 80
Calu3 Pe, Fg,h 12, 26, 27, 76, 77
16HBE (ap, bas) Ra, Fh 2, 41
Primary HBE Fh 17, 20, 74
Bronchi, resp. bronioles Pe 80
NuLi (ap, bas), CuFi R1, Pd, Fh 82
A549 Ra, F g 78
ATII Ra 44
Seven- TMD, Ca2-activated K channels
BKCa KCNMA1 10q22.3 A549 Ra, Pd, Fg,h 34, 68
ATII Ra 44
Nasal (wt/CF) Fg 40
Molecular identity of voltage-dependent and calcium-activated 6-transmembrane domain (TMD) K channels expressed in respiratory epithelia. The names
of the channels and genes as well as their chromosomal localization (locus) and cell types expressing the channels are indicated. The experimental approaches
to mRNA (R), protein (P) and/or functional (F) evidence are also reported: PCR (a), in situ hybridization (b), Northern blotting (c), immunoblotting (d),
immunohistochemistry (e), immunofluorescence (f), patch-clamp (g), Ussing (h). mb, Membrane; ap, apical membrane; bas, basolateral membrane; lat, lateral
membranes; ciliated term bronioles, ciliated cells from the terminal bronchioles; resp. bronioles, respiratory bronchioles; wt and CF, normal and cystic fibrosis cells,
respectively; ATII, alveolar type II cells; Kv, voltage-gated K channels; BKCa, large-conductance Ca2-activated K; MiRP, MinK-related protein; HBE,
human bronchial epithelial.
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Kv channels constitute a large family, and several homologs
have been reported in lung epithelial cells (Table 1). In addi-
tion to the KvLQT1-Kv7.1 channel, KNCQ3 (Kv7.3) and
KCNQ5 (Kv7.5) proteins have been detected at the apical
membrane of Calu-3 cells (53). Kv7.2 and Kv7.5 have been
identified in human bronchial 16HBE14o cells (53). Tran-
scripts of other Kv channel subtypes, i.e., Kv1.1, -1.3, -1.4,
-2.2, -4.1, -4.2, -4.3, and -9.3, have been found in ATII cells
(42). Among them, Kv1.1, -1.3, -1.4, -4.2, and -4.3 have been
detected at the protein level and localized at the apical mem-
brane (42, 55, 56). Finally, other types (Kv1.5, -1.7, and -6.1)
have been demonstrated in the lungs (11). In addition to these
Kv pore-forming -subunits, some regulatory -subunits have
been identified in pulmonary epithelial cells. KChIP-2 and -3
as well as Kv-1, -2, and -3, for example, have been docu-
mented in ATII cells (55, 56).
It is difficult to determine if all of these Kv channels that
were detected in the respiratory epithelia are really functional.
In fact, two major types of Kv currents were reported in early
description of K currents in alveolar cells (15, 61). The most
frequently observed was the low-threshold (n-type) channel
resembling delayed-rectifier K channels. This 12-pS K
channel, sensitive to 4-aminopyridine, is activated at 40 to
20 mV membrane potential. The second type, the l-type or
high-threshold type, is activated at more positive potentials
(20 or 10 mV). It had to be noted that these currents
represent a combination of the Kv channel activities associated
to -subunits mentioned above.
6-TMD, KCa channels. KCa channels are composed of two
subfamilies, Slo and SK channels. SK4, also known as the
Gardos channel in red blood cells, IKCa or, more recently,
KCa3.1, was cloned in 1997 (33). In the lungs (Table 1),
KCa3.1 has been detected by immunohistochemistry in the
trachea (at the basolateral membrane), in bronchi, and bron-
chioles, but not in alveoli (80). Nevertheless, we found KCa3.1
mRNA and protein in primary cultures of ATII cells (44). We
also demonstrated the presence of KCa3.1 in non-CF (NuLi)
and CF (CuFi) bronchial cells, although in the latter one,
KCa3.1 protein expression and current were reduced compared
with NuLi (82). KCa3.1 was also detected in the bronchoal-
veolar cell line A549 (78), in non-CF and CF nasal polyps
(49), 16HBE14o (2) and Calu-3 cells (12). KCa3.1, en-
coding for intermediate-conductance (16 pS), KCa chan-
nels, sensitive to clotrimazole, charybdotoxin, and TRAM34, is
activated by 1-ethyl-2-benzimidazolinone (1-EBIO) and its
derivatives. Functional evidence of KCa3.1 channels comes
from short-circuit current experiments in Ussing chamber with
CF and non-CF nasal cells (49), 16HBE14o (2), Calu-3 (12),
NHBE (20), NuLi, and CuFi cells (82) and whole cell patch-
clamp experiments (78). Commonly located at the basolateral
membrane of pulmonary epithelia, KCa3.1 currents have also
been measured at the apical membrane of bronchial 16HBE14o
(2) and NuLi cells (37). Transcripts of another SK family mem-
ber, SK1, have been detected in 16HBE14o, but there is no
evidence of SK1 currents in these cells (2). Finally, large-conduc-
tance (200 pS), KCa channels (BKCa, maxi-KCa, or Slo1),
sensitive to iberiotoxin and charybdotoxin, are also expressed in
nasal (40), A549 (34, 68) and ATII cells (44).
Four-TMD, two-pore K channels. Several members of the
K2P family (Table 2) have been detected in the airway H441
cell line: Twik-1 and -2, Trek-1 and -2, Task-2, -3, and -4,
Thik-1, and KCNK7 (25). Their cellular localization has been
Table 2. Identification of 2- and 4-TMD K channels in airways and alveolar epithelium
Name Gene Locus Cell Type Evidence Ref. No.
Two-TMD, inward-rectified K channels
Kir2.1 KCNJ2 17q23-1q24.2 Fetal ATII Ra, Fg 52
RERF-LC-MA Ra, Pd 70
Kir3.1 GIRK1 KCNJ3 2q24.1 WBA, H69, H146, A549, H727, H2170, H226, H520 Ra, Pd 64
Kir3.2 GIRK2 KCNJ6 21q22.13-q22.2 WBA, H69, H209, H526, A549, H727, H520 Ra 64
Kir3.3 GIRK3 KCNJ9 1q21-q23 SAEC, WBA, H69, H146, H187, H209, H526, A549, H727, H2170, H226, H520 Ra 64
Kir3.4 GIRK4 KCNJ5 11q24 SAEC, WBA, H69, H146, H187, H209, H526, A549, H727, H2170, H226, H520 Ra 64
Kir4.2 KCNJ15 21q22.2 NuLi Ra *
Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 Lung F 71
NuLi, CuFi Ra, Pd, Fh 82
A549, H460 *
ATII Ra, Pd, Fh 43, 81
Kir7.1 KCNJ13 2q37 Lung Rc 18
Four-TMD, 2 pore K channels
Twik 1 KCNK1 1q42-q43 H441 Ra, Fg 25
Calu3 Ra, Fh 14
Twik 2 KCNK6 19q13.1 H441 Ra, Fg 25
Calu3 (ap. mb) Ra, Pd,e, Fh 14
Trek 1 KCNK2 1q41 H441 Ra, Fg 25
Calu3 (ap. mb) Ra, Pd,e, Fh 14
Trek 2 KCNK10 14q31 H441 Ra, Fg 25
Task 2 KCNK5 6p21 H441 Ra, Fg 25
Calu3 (vesicles) Ra, Pd,e, Fh 14
Task 3 KCNK9 8q24.3 H441 Ra, Fg 25
Task 4 KCNK17 6p21.2-p21.1 H441 Ra, Fg 25
Thik 1 KCNK13 14q31-q32 H441 Ra, Fg 25
KCNK7 KCNK7 11q13 H441 Ra, Fg 25
Molecular identity of 2-pore, 4-TMD and inward-rectified, 2-TMD channels. *Unpublished results.
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investigated in Calu-3 cells: Twik-2 and Trek-1 have been
detected at the plasma membrane level, mostly at the apical
membrane, whereas Task-2 seems to be localized in intracel-
lular vesicles beneath the apical membrane (14). Agents such
as bupivicaine, lidocaine, and quinidine have highlighted the
presence of functional K2P currents through the apical mem-
brane of Calu-3 monolayers.
Two-TMD, Kir. Transcripts of many two-TMD Kir have
been found in the lungs (Table 2): Kir2.1 [in fetal ATII cells
(52) and in the small cell lung cancer cell line RERF-LC-MA
(70)], Kir3.1, -3.2, -3.3, and -3.4 [also called GIRK1, -2, -3,
and -4, expressed in cancer cell lines, including A549 cells
(64)], Kir4.2 (in NuLi cells, unpublished data), Kir6.1 [in ATII
(43, 81), NuLi, CuFi cells (82)], and Kir7.1 [in total lung
extracts (18)]. Functional evidence of two of them, Kir6.1 and
Kir2.1, has been documented. An IRK1 (Kir2.1), inward-
rectified current, with 31-pS unitary conductance, has been
observed in fetal alveolar cells (52). In adult alveolar cells, we
identified a KATP channel, formed from the inwardly rectify-
ing, pore-forming subunit Kir6.1 and sulfonylurea receptor
SUR2B subunits (43). This channel, sensitive to ATP, is
activated by pinacidil and inhibited by glibenclamide. Proof of
functional KATP channels at the basolateral membrane of
bronchial (NuLi, CuFi) (82) and alveolar cells (43) has been
generated in Ussing chamber short-circuit current experiments.
However, we noted that KATP currents and Kir6.1 protein
expression are reduced in CuFi compared with NuLi cells (82).
Thus 30 different pore-forming -subunits, plus several
regulatory -subunits, have been detected in the respiratory
epithelium. This huge molecular diversity is intriguing. Unfor-
tunately, the large number of K channels, expressed in the
same cell, and often at the same membrane of polarized
epithelium, complicates the task of precisely establishing the
cellular function of each K channel type. In following sec-
tions, we will analyze what is currently known about their
function in lung physiology and physiopathology.
K Channel Function in Lung Epithelial Physiology
Gas exchange and alveolar stability. Lung ability to rapidly
adapt to environmental changes in PO2 is crucial for survival.
Neuroepithelial bodies (NEB) localized in the airway epithe-
lium, arterial carotid bodies, and pulmonary smooth muscle
cells are the three main PO2-sensing systems (35, 36). These
cells express several ion channels, particularly K channels
that are sensitive to O2 levels. Indeed, the two-pore channel
Task-3 and the voltage-dependent channel Kv3.3, expressed in
native NEB and the immortalized model of NEB (the H146 cell
Fig. 2. K channels of the respiratory epithelium.
A phylogenic tree (A) was generated (on http://
www.phylogeny.fr website, “treeviewers,” Draw-
tree), after the alignment (with ClustalW soft-
ware) of amino acid sequences of K channels
reported in epithelial cells from the airways and
alveoli. The different classes of K channels are
distinguished by the following colors: green, in-
ward-rectified, 2-transmembrane domain (TMD)
channels; blue, 2-pores, 4-TMD channels; orange,
voltage-dependent, 6-TMD channels; red, Ca2-
activated channels. Schematic models of TMD K
channel topologies are presented in B. It should be
noted that the large-conductance Ca2-activated
(BKCa) channel, commonly associated with the
6-TMD family, could be composed of 7 TMD.
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line), have been shown to be inhibited after acute hypoxia (35,
36, 87). Other types of Kv channels, e.g., Kv1.5 and Kv2.1,
could be responsible for O2-sensitive currents in vascular
smooth muscle cells (VSMC) (for review, see Ref. 46). Kv1.1,
Kv4.3, and Kv9.3 channels, which are expressed in alveolar
cells (55), are also regulated by O2 (63). Moreover, it has been
shown that Kv1.1, Kv4.3, and Kv9.3 mRNA expression is
decreased after chronic hypoxia in VSMC (63). Inhibition of
K channels seems to be a key element of O2 detection and a
crucial determinant of the cellular response to hypoxia. Indeed,
membrane depolarization, due to hypoxic K channel inhibi-
tion, is thought to induce Ca2 influx through voltage-gated
Ca2 channels with subsequent transmitter release by NEB
cells (Fig. 3) (for review, see Refs. 35 and 46).
A third K channel class, i.e., Ca2-activated channels,
could also act as an O2 sensor. Indeed, the open time of the
BKCa channel is severely reduced after PO2 decreases in alve-
olar A549 cells (34), whereas chronic hypoxia has no effect on
channel expression. Another study reported two types of K
currents activated by reoxygenation after hypoxia in this cell
line; the first is a delayed-rectifier type, and the second, a
slow-inactivated type (39).
The nature of the O2 sensor and the mechanisms whereby
changes in O2 regulate K channel activity remain uncertain.
Because BKCa channels expressed in HEK293 are still inhib-
ited by hypoxia after patch-excision, it could be postulated that
a soluble intracellular component was not required (45). Al-
though intrinsic O2 sensitivity of the pore-forming subunit
cannot be excluded, the mechanism of K channel inhibition is
most probably dependent on O2-sensitive accessory proteins. It
has been consistently shown that the Kv1.2 subunit confers
oxygen sensitivity to the Kv4.2 channel expressed in HEK293
cells (62). Several studies have also proposed the existence of
a redox model of O2 sensing that involves reactive oxygen
species produced by NADPH oxidase or mitochondria (Fig. 3)
(for review, see Refs. 35 and 46).
Thus the K channels of O2-sensing systems, e.g., NEB and
pulmonary smooth muscle cells, are key elements of the
adaptive function of the lungs in response to environmental
changes in O2 levels. It has been also proposed that rapid
detection of O2 variation by alveolar K channels and subse-
quent modulation in K channel activity could result in
changes in ion transport and fluid clearance through alveolar
epithelia (34, 55, 56). Finally, it has been postulated that
alteration of O2 sensing by K channels could participate in
pathological conditions, including pulmonary hypertension
(46, 63).
Lung surfactant, synthesized and secreted by ATII cells,
reduces surface tension in alveoli, which prevents alveolar
collapse during expiration, and plays a protective role against
infection. Several signaling pathways are involved in the con-
trol of surfactant secretion via exocytosis of lamellar bodies by
ATII cells (for review, see Ref. 1). Many studies have high-
lighted the crucial role of Ca2 signals in that process (1, 24).
Furthermore, it has been shown that Ca2 uptake in lamellar
bodies is dependent on the following two mechanisms: pH
gradient and K transport. Indeed, Ca2 uptake in lamellar
bodies is greater in the presence of K, and this K-dependent
Ca2 uptake is prevented by the K channel inhibitors TEA
and 4-aminopyridine (86). K transport could thus participate
in the control of surfactant secretion, through Ca2 signal
modulation. Considering the lack of extensive studies on the
topic, this hypothesis needs to be verified.
Epithelial repair after injury. The respiratory epithelium is
continuously exposed to dust and pathogenic agents. The first
line of defense against these aggressions is provided by the
mucociliary clearance of particles and pathogens trapped in
mucus, combined with the action of antimicrobial/immune
molecules. In spite of these efficient defenses, bacterial infec-
tions and inflammatory responses can develop, leading to
epithelial injury (Fig. 4A). Indeed, chronic inflammatory dis-
eases, such as CF or asthma, for example, are characterized by
tissue damage and remodeling. After injury, epithelial repair is
crucial to restore respiratory functions and barrier integrity
against bacterial infections. Several processes are sequentially
engaged in pulmonary epithelial regeneration (Fig. 4A):
1) dedifferentiation, spreading, and migration of healthy cells,
2) cell proliferation, and 3) redifferentiation (3, 22, 69). As
seen in Fig. 4B, similar processes are observed in our
mechanical wound-healing model of alveolar cell monolay-
Fig. 3. Schematic model of O2 sensing and cellular
responses to hypoxia in lung neuroepithelial body
(NEB) cells. Postulated cellular responses to hyp-
oxia (1) in NEB of the lungs are presented. Various
O2 sensors (2) have been proposed, including
NADPH-dependent and -independent mechanisms,
coupled with K channel activity (3). Hypoxic in-
hibition of voltage-gated K (Kv), Task, or Ca2-
activated K (KCa) channels (3) then leads to,
sequentially, membrane depolarization (4), activa-
tion of voltage-gated Ca2 channels (5), Ca2 influx
(6), and neurotransmitter release (7).
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ers (81). Several external mediators and intracellular signals
control repair processes of the respiratory epithelium.
Growth factors, such as epidermal growth factor (EGF),
hepatocyte growth factor, transforming growth factor-, and
keratinocyte growth factor, through their respective receptors,
induce mitogenic, motogenic, and morphogenic responses that
are crucial for epithelial repair. Because K channel activity
has been shown to modulate proliferation and migration of
various cell types (9, 13, 29, 38, 48, 59, 60, 67, 88, 94), we
recently hypothesized that K channels could also be involved
in respiratory epithelia repair. We then demonstrated that
alveolar and bronchial repair processes are highly dependent
on K channel activity (81, 82) (Fig. 4C). More precisely,
KATP or KvLQT1 inhibition reduces alveolar EGF-stimulated
wound healing, cell migration, and proliferation. Conversely,
alveolar wound healing is stimulated by pinacidil, a KATP
channel activator, which also increases cell migration (81). In
NuLi bronchial epithelia, KATP, KvLQT1, and KCa3.1 inhib-
itors elicit a significant and additive inhibitory effect on wound
healing, cell migration, and proliferation, under EGF-
stimulated conditions. Furthermore, our results suggest that the
delay in wound healing observed in CF bronchial cell monolayers
(CuFi) could be the result of defective EGF receptor signaling
coupled with reduced K channel function and expression (82).
The mechanisms that link K channel activity to cell mi-
gration and proliferation processes are not clearly defined.
However, the role of KCa3.1 channels in kidney cell migration
has been studied extensively, and it has been established that a
rise in intracellular Ca2 and massive K efflux through
KCa3.1 channels, causing cell shrinkage, induces retraction of
the rear part of migrating cells (72, 73). In addition, changes in
K channel activity have been postulated to control cell pro-
liferation by altering membrane potential, intracellular Ca2,
and cell volume as well as growth factor-mediated mitogenic
signals (90). Indeed, coupling between growth factor signaling
and K channel function has been reported in multiple cell
types. The open probability of 4-aminopyridine-sensitive Kv
channels, for example, is increased by EGF through protein
Fig. 4. Repair mechanisms of pulmonary epithelia.
A: after injury (step 1), several mechanisms are
sequentially engaged in airway and alveolar epithe-
lia repair; spreading, dedifferentiation (step 3); and
migration (step 4) of healthy epithelial cells, fol-
lowed by proliferation and redifferentiation of stem
cells (steps 5 and 6). B: in vitro model of mechanical
wound injury (81, 82). Images of alveolar monolay-
ers during repair are presented. Cells in the wound
are undifferentiated (absence of blue, phosphatase
alkaline staining), spread, and lamellipodia stretch
out to connect the wound edges. Some cells, with 2
nuclei, are in division. C: schematic model of epi-
dermal growth factor (EGF)- and K channel-de-
pendent pulmonary epithelial repair based on our
in vitro results (81, 82). In this model, EGF, released
by injured/repairing alveolar or bronchial epithelial
cells (step 1), activates EGF receptor (EGFR; step
2), leading to the stimulation of KATP and KvLQT1
currents (step 3) through the basolateral membranes
of bronchial and alveolar monolayers. Chronic treat-
ments with EGF also increase KATP and KvLQT1
expression in alveolar cells (step 4). K channel
inhibition prevents, in large part, EGF-stimulated
cell migration (step 5) and proliferation (step 6). K
channel activity, coupled with EGF/EGFR signal-
ing, is then a crucial component of cell migration
and proliferation processes favoring epithelial re-
pair. Direct stimulation of cell migration and prolif-
eration by other EGF signaling pathways could also
be involved (step 7).
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kinase A-dependent phosphorylation in myeloblastic cells (88).
EGF also stimulates KCa channels in mucous airway cells
(28). We consistently observed a stimulation of alveolar and
bronchial K channels after exposure to EGF (81, 82).
Thus K channel activity controls cell proliferation, migra-
tion, and, subsequently, repair mechanisms of the respiratory
epithelia. K channel activation could then represent a prom-
ising strategy to enhance epithelial repair after injury. On the
other hand, K efflux, after K channel activation, has been
identified as one of the first steps of cell apoptosis, especially
in tumor cells (90). Activation of the caspases and endonucle-
ases could be a consequence of cell shrinkage and intracellular
K depletion after K efflux and/or to the secondary activation
of proapoptotic molecules (90). Although the role of K
channels in lung epithelial cell apoptosis has not been studied
extensively, it could be hypothesized that these channels play
a very complex role in the balance between cell migration,
proliferation, and apoptosis during lung epithelia regeneration
after injury.
Inflammatory responses. The inflammatory responses occur-
ring in several lung pathologies could be involved in both
injury and repair processes of the pulmonary epithelium. In
addition, inflammation could regulate K channel function and
expression. The impact of inflammation on K channels has
been studied in several other tissues. It has been reported, for
example, that inflammation stimulates KATP channels (30) and
decreases BKCa open probability (47) in smooth muscle cells.
The proinflammatory cytokine tumor necrosis factor (TNF)
also exerts a complex action on K channels by upregulating
some of them (21, 85, 93) and downregulating others (66, 85).
In the airways, bronchial KCa3.1 currents have been shown to
be stimulated by interleukin (IL)-13 (20). Moreover, our ex-
periments have disclosed that TNF treatment enhances
KvLQT1 protein in bronchial cells (unpublished data). In
inflammatory pathologies, such as CF, modulation of K
channel expression and function by inflammatory molecules
could interfere with ion and fluid transport (see section below)
as well as repair processes of the injured epithelia (see section
above).
Some studies have also evaluated the impact of K channel
modulation on inflammatory responses. On the one hand,
nicorandil, a KATP opener used as a vasodilator, reduces TNF
release by lymphocytes (92). On the other hand, KATP channel
inhibition decreases neutrophilic infiltration as well as TNF
and IL-6 levels in the lungs and intestine in an ischemic-
reperfusion model (65). It has also been shown that lipopoly-
saccharide (LPS) and TNF both enhance Kv1.3 currents and
expression in macrophages (85). Moreover, LPS- and TNF-
induced macrophage activation as well as macrophage prolif-
eration are reduced after inhibition of Kv1.3 channels (85). In
addition, inhibition of K channels by quinine prevents LPS-
induced TNF expression and release by alveolar macrophages
(51). Thus K channels could participate in complex inflam-
matory responses in lungs by regulating immune cell functions.
Control of ionic and liquid transepithelial transport. The ion
and fluid transport functions of the pulmonary epithelium are
essential to lung physiology in all stages of life. Indeed, Cl
and liquid secretion is crucial to fetal lung development (57),
whereas Na absorption favors alveolar liquid clearance at
birth. This phenomenon is also essential for the resolution of
pulmonary edema(4). In the airways, equilibrium between Cl
secretion and Na absorption is necessary to maintain ade-
quate periciliary volume crucial for ciliary function (5, 6). In
CF patients, reduced Cl secretion and Na hyperabsorption
lead to inefficient mucociliary clearance and mucus accumu-
lation (CF; Fig. 1A) that favor chronic infections and inflam-
mation (8). Adequate control of Na absorption, Cl secretion,
and liquid transport is thus necessary in normal lung function
as well as for the resolution of pathologies characterized by ion
transport abnormalities. As detailed below, K channels, by
controlling membrane potential and creating an electrochemi-
cal gradient for Na and Cl transport, are thus key elements
in the control of liquid surface volume and composition.
K channels and Cl secretion in the airways. In the airways,
two main K channel types, namely, KvLQT1 and KCa3.1
channels, have been associated with the control of Cl secre-
tion (Fig. 1A). Indeed, pharmacological inhibition of
KvLQT1 and KCa3.1 channels strongly reduces Cl transport
in nasal, tracheal, and bronchial cells (2, 12, 17, 23, 49, 50).
Conversely, it has been shown that KCa3.1 activation, by
compounds such as 1-EBIO (49), DC-EBIO (75), 4-chloroben-
zo[f]isoquinoline (CBIQ) (77), and chlorzoxazone (74), for
example, stimulates Cl secretion through CFTR and/or Ca2-
activated Cl channels (CaCC) in non-CF airway cells. In
nasal cells from CF patients with F508 mutation, no Cl
secretory response is detected in the presence of chlorzoxazone
(74). Another study revealed that 1-EBIO increases UTP-
activated Cl secretion, whereas it has no effect on cAMP-
induced Cl secretion, indicating that KCa3.1 activation could
enhance Cl transport through alternative CaCC in the absence
of CFTR in nasal CF cells (49). In primary cultures of human
bronchial cells from F508 patients, 1-EBIO failed to stimulate
Cl secretion at 37°C. However, this compound significantly
enhanced Cl currents in cells cultured at 26°C, which in-
creased F508 CFTR processing at the membrane (17). Since
then, KCa3.1 channel activation has been proposed as a prom-
ising strategy to favor Cl transport in CF tissues through
residual or partially rescued CFTR as well as alternative Cl
channels (CF; Fig. 1A).
K channels and Na absorption. As illustrated in our
schematic model of alveolar absorption (Fig. 1B), Na absorp-
tion depends on passive Na entry through apical Na chan-
nels (cyclic nucleotide gated, highly selective channel, and/or
nonselective channel) and active exit by basolateral Na-K-
ATPase, whereas K are recycled by basolateral K channels,
in agreement with the Ussing model (84). In ATI cells, K
currents have been detected, but the exact molecular identity of
these K channels is still unknown (ATI; Fig. 1B) (31, 32). In
ATII cells, we have identified three types of K channels, i.e.,
KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channels, at the basolateral mem-
brane primary culture. These channels play a prominent role in
Cl and Na alveolar transport (43). Interestingly, we also
observed that long-term modulation of K channels (24-h
treatments with KvLQT1 or KATP inhibitors or activators)
regulates not only Na and Cl transport but also controls
ENaC and CFTR expression as well as liquid absorption
through ATII monolayers (44). These results are in agreement
with a study by Sakuma et al. (71) demonstrating that KATP
activation increases alveolar clearance in the resected human
lung. In Na-absorbing H441 human airway epithelial cells,
for example, another class of K channels located at the
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basolateral membrane, i.e., K2P K channels, has been pro-
posed to maintain the driving force for Na absorption (25).
Emerging role of apical K channels in transepithelial trans-
port. Although it has been assumed that K channels, such as
KvLQT1 and KCa3.1, controlling the electrochemical gradient
for Na and Cl transport are located at the basolateral
membrane, apical localization of these channels in bronchial
cells was reported recently (2, 53). Furthermore, XE-991, an
inhibitor of KCNQ channels, inhibited the short-circuit cur-
rents through Calu-3 monolayers measured in basal conditions,
indicating that these channels participate in the basal Cl
secretion (53). The same group also identified K2P K chan-
nels at the apical membrane of Calu-3 cells. These channels
may participate in K exit/recycling across the apical mem-
brane and could help transepithelial anion secretion (14).
Finally, many Kv channels have also been detected at the
apical membrane in ATII cells (42, 55). It has been proposed
that they could be involved in K secretion.
Conclusion. In summary, it has been clearly established that
K channels play a central role in the respiratory epithelium by
participating in the control of alveolar and airway surface
liquid composition and volume. Other functions, including O2
sensing and epithelial repair, have been highlighted. However,
among30 different types of K channels detected in alveolar
and airway epithelial cells, the physiological roles of many of
them remain unknown and deserve future study.
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